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t**» (57) Abstract: The invention relates to methods and compositions for screening active RNA in cellulo. The invention more pariic- 
ularly relates to methods for the preparation and selection of random RNA providing a cell with a desired phenotype, random RNA 
banks and the production thereof, in addition to cellular populations which are transformed by said banks. The invention further 

a relates to active RNA identified for the purpose of research or for therapeutical reasons in order to induce a desired phenotype in a 

^> cell in vitro, ex vivo or in vivo, more particularly in human cells. 

O (57) Abrege : La prcsente invention conceme des methodes ct compositions pour le criblage d'ARN actifs in cellulo. Elle concerne 
^ notamment des proc&tes de preparation et de selection d'ARN aleatoires conferant a une cellule un phenotype desire\ des banques 
Q d'ARN aleatoires et leur production, ainsi que des populations cellulaires transformees par ces banques. Elle concerne egalement 
^ I'utilisation des ARN actifs identifies a des fins de recherche ou therapeutiques, pour induire un phenotype desire" dans une cellule in 
vitro, ex vivo ou in vivo, notamment dans des cellules humaines. 
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M6thodes et Outils pour le criblage d'ARN actifs in cellulo 
Introduction 

5 La presente invention concerne des methodes et compositions pour le criblage et la selection 
d'ARN actifs in cellulo. Elle concerne notamment des proc6d6s de preparation et de 
production de banques de cassettes d* egression d'ARN ou de banques de cellules codant 
des ARN al£atoires, ainsi que leurs utilisations pour la selection d'ARN actifs capables de 
produire ou altSrer un phSnotype cellulaire d'int£r6t L f invention concerne 6galement 
10 Putilisation des ARN actifs identifies k des fins de d&ouverte de nouveaux genes (« drug 
discovery »), de validation de la fonction de genes, de developpement d'outils 
pharmacologiques, de diagnostic ou a des fins therapeutiques avec notamment la possibilit6 
de corriger, grace aux ARN, Texpression de phenotypes pathog&ies dans une cellule in 
vitro, ex vivo ou in vivo, particulierement dans des cellules humaines et animales. 

15 

Domaine de rinvention 

La possibility d'agir ou d'interferer de maniere sp6cifique avec des cibles biologiques peut 
avoir de multiples applications, notamment dans les domaines therapeutique, diagnostique, 
20 vaccinal ou experimental, Ainsi, la capacite de reguler Texpression d'un gdne peut 
permettre de bloquer ou de restaurer une activity dans une cellule et/ou de corriger une 
pathologic La faculte de bloquer Texpression de genes de pathbgenes peut permettre de 
stopper leur developpement, etc. 

L' expression d'un gene resulte de la superposition de plusieurs 6tapes comprenant la 
25 synthese de TARN messager, le m6tabolisme intracellulaire de cet ARN, la production de la 
proteine et enfin la stability et Tactivit6 de cette proteine. Inhiber Texpression d'un gene 
consiste done a agir sur une de ces etapes. Par ailleurs, d'autres metabolites, voies de 
signalisation ou composants cellulaires peuvent etre cibl6s comme des sucres, lipides, 
nucleosides, etc. Dans cette perspective, les ARN apparaissent comme de puissants outils 
30 capables d'agir efficacement, specifiquement et de fa9on discriminante sur la plupart des 
etapes de Texpression genique ou sur des cibles biologiques. En effet, la plasticite 
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structurale de TARN genere une diversity de motifs structuraux capables de se lier avec la 
plupart des cibles biologiques, et notamment de mol6cules organiques presentes dans les 
cellules (ARN, ADN, prot6ines et divers m6tabolites tels que Hpides, sucres, etc). Les 
interactions mises en jeu sont generalement trbs sp^cifiques, ce qui confere a TARN une 
forte selectivity vis-^-vis de sa cible, et F accumulation intracellulaire d'ARN n'est ni 
toxique, ni immunogene. 

La possibility de developper, selectionner et exploiter le potentiel des ARN permettrait done 
d'envisager de nombreuses approches therapeutiques avantageuses, car selectives et non 
toxiques pour Forganisme (Famulok and Verma, 2002). Difterentes strategies ont 6t6 
envisagees dans Fart ant&ieur pour identifier ou fabriquer de tels ARN. On peut citer 
notamment la technologie SELEX, destinee h fabriquer et selectionner in vitro des ARN 
structuraux aleatoires (Gold, 1995). On peut egalement citer des approches visant a 
exprimer des banques d'ARN antisens ou de ribozymes dans des cellules, afin de tester leur 
activity biologique (W099/41371, W099/32618, WO98/32880). N6anmoins, a ce jour, 
aucune ^>proche de Fart antyrieur ne permet de produire ou de selectionner des ARN actifs 
in cellulo, dans des conditions optimales et dans une configuration active. Ainsi, les 
approches in vitro ne sont pas prydictives des proprietes des moiycules in vivo, car elles ne 
pennettent pas de presager de leur penetration cellulaire, de leur localisation cellulaire, de 
leur stability, de leur resistance aux nucleases, et de leur activity biologique. De mSme, les 
approches decrites dans les demandes citees prycydemment ne sont pas directement 
exploitables pour Fexpression d'ARN structuraux, qui sont actifs dans des configurations 
particulieres, ou pour Fexpression efficace d'ARN actifs dans les cellules. De meme, la 
demande n° WO00/58455 propose des approches pour le criblage d f ARN, mais dont les 
conditions de mise en oeuvre ne pennettent pas une exploitation efficace du potentiel de ces 
agents. Ainsi, les outils, vecteurs et constructions mentionnes dans cette demande 
impliquent des etapes repytees de selection in vitro, imposent une selection individuelle in 
cellulo des constructions, et ne pennettent done pas une selection rapide et simple de 
banques d'ARN dans des configurations actives dans les cellules. 



WO 2004/080378 PCT/FR2004/000499 

3 

Risume de Pinvention 

La pr6sente demande permet de rem£dier aux inconvenients de Tart ant&ieur. La prdsente 
demande fournit maintenant de nouvelles methodes et de nouveaux outils pour la 
5 production, Pexpression et la selection dans les cellules, notamment de mammiferes, de 
sequences d'ARN dites « actives ». 

La presente invention reside notamment dans la mise au point de conditions particulieres de 
preparation et de criblage des ARN actifs, pennettant de s61ectionner des composes 

10 candidats particuli&rement avantageux. L'invention repose notamment. sur Putilisation de 
constructions particulieres, pennettant aux sequences ARN d'etre exprim^es et localisees k 
Pinterieur de la cellule, dans une conformation active et stable, et dans des compartiments 
choisis. L'invention repose egalement sur la conception et Futilisation de cassettes 
d' expression particulieres assurant une grande efficacite d'expression dans les cellules de 

15 mammiferes et ayant un caractere inductible. L'invention d6crit en outre la construction de 
vecteurs viraux ameliores, pennettant une selection efficace et k grande echelle des ARN 
actifs, et la production de produits directement utilisables pour des applications 
thfrapeutiques. Les motifs actifs ARN sont ainsi selectionnes directement dans la cellule, k 
l'aide d'approches innovantes, et notamment selon Papproche designee par Pappellation 

20 «SECAR» («Selective Enrichment of Cellular Aptamer RNA»). 

Un premier aspect de Pinvention concerne done des precedes de selection, identification ou 
optimisation in cellulo d'ARN actifs. Les procedes de Pinvention peuvent etre adaptes pour 
la selection in cellulo d'ARN actifs capables de conferer a une cellule un phenotype d6sir6, 
25 y compris d'ARN actifs capables d'alterer Pactivite d'une cible biologique determinee. Les 
procedes de Pinvention comprennent, plus particulierement : 

1) la mise en contact d'une banque d'acides . nucl&ques comprenant une pluralit6 
d'especes de retrovirus recombinants, chaque espece de retrovirus comprenant une cassette 
d' expression derivee d'un gene VA d'un adenovirus, 6ventueliement rendue inductible, 
30 exprimant un ARN structural aleatoire distinct, ou d'une partie de celle-ci, avec une 
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population de cellules dans des conditions pennettant Pinfection desdites cellules par lesdits 
retrovirus recombinants, 

2) la selection des cellules possedant le phenotype d6sir£, et 

3) Tidentification de la ou des cassette(s) contenue(s) dans la ou lesdites cellules, ou de 
5 TARN qu'elles expriment, ledit ARN etant capable de conferer le phenotype d6sir6 k ladite 

population de cellules. 

L'insertion d'un motif actif au sein d'une structure ARN stable (ARN VA) pennet de 
concevoir une entite moleculaire globale, designee par les inventeurs par le terme 
10 "aptARN", composee d'une partie commune k tous les aptARN (la navette VA) qui sert a 
stabiliser, presenter et transporter le motif actif dans la cellule. Ce type de vehicule 
intracellulaire pour aptamere est innovant et pennet d'ameliorer considerablement la 
production intracellulaire d f aptam&res ARN par rapport aux techniques de Tart anterieur. 

15 La possibilite d'induire Pexpression des cassettes au cours des 6tapes de s61ection permet de 
valider directement Teffet de TARN actif dans les cellules selectionnees grace k la simple 
comparaison des phenotypes cellulaires observes en comparant les etats reprimes et induits 
(figure 15, panneau A). Ce proced6 simplifie done considerablement les 6tapes de criblage 
ph6notypique sur cellules de mammif&res pour Tidentification in cellulo d'ARN actifs, il 

20 constitue de ce fait une am61ioration notable de ce type d'approche par rapport a Tart 
anterieur. 

La production et la selection directes, dans les cellules, des ARN actifs stabilises selon 
Tinvention est avantageuse car elle permet de selectionner des molecules se trouvant deja 
25 dans une conformation active intracellulaire. 

Comme il sera decrit en details dans la suite du texte, les Stapes 1) a 3) peuvent etre repetees 
une ou plusieurs fois k partir des cassettes ou ARN actifs identifi6s k P6tape 3), afiin 
d'ameliorer, au fur et k mesure des cycles, la selection et/ou la qualite des ARN actifs, et/ou 
30 d'ad^)ter ou de moduler leurs proprietes. 
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Par ailleurs, selon Papplication envisagee, la banque d'acides nucleiques de depart peut etre 
plus ou moins complete et plus ou moins contrainte. Ainsi, il peut s'agir d'une banque 
al6atoire non contrainte, ou d'une banque produite k partir de la sequence d'un gene cible 
donn£ ou comprenant des motifs ou des r6sidus imposes, selon le profil des ARN actifs 
5 recherches. II peut Sgalement s ! agir d ! une banque pre-selectionnee in vitro, notamment d'une 
banque codant des ARN pr6-s61ectionnes in vitro, par exemple d'une banque produite k 
partir de la sequence d'ARN selectionn6s in vitro pour une propri6t6 particuliere (par 
exemple leur capacity de liaison a une cible d'int6ret). 

10 Par rapport aux approches existantes du type SELEX, l'avantage d ! un procede est de 
s61ectionner, non pas un motif structural ARN consider^ isol6ment en dehors du contexte de 
son expression intracellulaire, mais une entite mol6culaire globale, 1'aptARN, presentant une 
affinity pour une cible pre-identifiee et dej& dans une conformation confonne k celle de son 
expression intracellulaire. 

15 

D'autre part, k Tissue de Petape 3) du dernier cycle realise (ou eventuellement d'un ou 
plusieurs ou de tout cycle intermediate), une 6tape suppl&nentaire 4) peut etre mise en 
oeuvre, afin de confinner 1* activity biologique du ou des ARN actifs s61ectionnes. 

20 De maniere avantageuse, rinvention propose done une combinaison innovante d'el6ments 
genetiques particuliers, selon une m£thodologie de selection particuliere, formant ainsi un 
concept global, integre et simplifie de criblage phenotypique. Par rapport aux techniques 
proposees dans Tart ant&ieur, les outils et m6thodes decrites dans la pr&ente demande 
presentent de nombreux avantages. Ainsi, l'invention montre que des cassettes ^expression 

25 derivees d'un gene VA d'adSnovirus peuvent etre integrees et exprimees dans un contexte de . 
vecteur retroviral. Le transfert r6troviral est tres efficace et permet de maitriser le nombre de 
copies integrdes par cellules, et les cassettes construites, derivees de genes VA ferment des 
cassette integrees, e'est-a-dire contenant toutes les informations n6cessaires a une 
transcription efficace (promoteur, signal Stop, structure responsable de la stabilite de TARN 

30 dans la cellule, structure responsable de l'export des ARN vers le cytoplasme, possibilites 
diverses d'insertion de sequences exogenes et tolerance assez large par rapport au 
promoteur). L'invention montre en outre que la structure g6n6tique des constructions peut 
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6tre modifiSe pour dinger et determiner la localisation intracellulaire de YARN produit 
(noyau, cytoplasme) et pour rendre l'expression inductible de maniere simple. La 
combinaison du transfert retroviral et d ! une cassette deriv6e d'un gene VA permet done 
d'obtenir des niveaux d ! expression 61ev6s et controles dans la plupart des lign6es cellulaires 
5 et d'utiliser des constructions d'ARN identiques in vitro et in cellulo, assurant ainsi une 
selection plus efficace de molecules actives et une validation plus rapide des cassettes 
actives identifi6es. 

L'invention est applicable dans de nombreux domaines, et notamment pour valider la 
10 fonction d'un gene, rechercher de nouvelles cibles impliqu6es dans une fonction cellulaire, 
trouver et produire de nouvelles molecules pour le diagnostic, la pharmacologic ou la 
therapeutique, etc. 

Un autre aspect de l'invention reside dans des banques d'acides nucleiques aleatoires et/ou 
15 actifs, 6ventuellement contenus dans des cassettes et/ou vecteurs. Ainsi, un objet particulier 
de l'invention concerne une banque d'acides nucleiques caract6ris6e en ce qu'elle comprend 
une plurality d'especes de virus recombinants, chaque espece de virus comprenant une 
cassette d' expression exprimant un ARN aleatoire (et/ou actif) distinct sous controle d'un 
promoteur transcrit par 1' ARN polymerase III, en particulier derive de la sequence d'un gene 
20 VA d'adenovims. L'ARN peut etre un ARN structural al6atoire ou de sequence dSfinie. De 
pr6f6rence, les virus sont des retrovirus recombinants. 

Un autre objet de l'invention reside dans des cassettes d'expression d'ARN actifs, 
comprenant une sequence codant ledit ARN inserSe dans un promoteur derive d'un gene 
25 VA d'un adenovirus, ledit promoteur pouvant comprendre en outre une sequence conferant 
un caractere inductible et/ou une modification qui permet de retenir 1' ARN dans le noyau. 

L'invention concerne 6galement tout vecteur comprenant une telle cassette d'expression, 
ainsi que des cellules recombinantes les contenant 

30 
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L'invention a encore pour objet toute composition comprenant un ARN actif, une cassette, 
un vecteur ou me cellule tels que definis ci-avant et/ou identifies ou produits par le proc&ie 
de selection decrit dans Finvention. 

5 L'invention a encore pour objet des compositions pharmaceutiques comprenant un ARN 
actif, line cassette, un vecteur ou une cellule tels que definis ci-avant, et un v6hicule ou 
excipient acceptable sur le plan pharmaceutique. 

L'invention conceme Sgalement une composition pharmaceutique caracteris6e en ce qu'elle 
10 comprend un ARN actif, ledit ARN actif comprenant une sequence active insSree dans un . 
ARN VA modifie, ledit ARN VA modifie comprenant un motif ARN assurant sa 
localisation dans le noyau de la cellule et/ou une sequence conferant un caractere inductible. 

L'invention conceme Sgalement une composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle 
15 comprend la sequence ARN active ou le motif actif identifie au sein de TARN actif. Cette 
sequence ARN active ou ce motif actif ARN isol6 peut en outre etre ulterieurement modifie 
chimiquement par exemple de fa9on a am&iorer sa stabilite en solution. 

L'invention conceme 6galement des outils, constructions, lign6es, etc., utiles pour la 
20 production des compositions dSfinies ci-dessus, notamment des gdnes VA modifies, des 
genes tRNA modifies, des cassettes U6 modifiees, des vecteurs ou cellules les comprenant, 
et leurs utilisations. 

L'invention conceme encore des precedes de production de compositions pharmaceutiques, 
25 comprenant (i) le criblage d'une banque d'ARN aleatoires comme decrit ci-avant, 
permettant d'obtenir une cassette d' expression d'un ARN actif et (ii) le conditionnement de 
la cassette ou de la sequence ARN active dans tout excipient ou v6hicule acceptable sur le 
plan pharmaceutique. 

30 L'invention est utile pour Pidentification, la production, Pexpression et/ou la selection de 
tout ARN actif sur des cellules, notamment de mammiferes. Elle permet la preparation de 
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composes actifs dans difierentes situations, notamment pour la production d'agents 
therapeutiques, en particulier anti-infectieux , anti-cancereux 9 agissant sur le metabolisme 
de la cellule, agissant sur les processus de differentiation de la cellule, sur la capacite de 
croissance de la cellule, etc. Comme indiquS pr6c6demment, rinvention offre de nombreux 
5 avantages par rapports k Fart anterieur, et permet notamment la selection directe, rapide et 
simple de molecule d'ARN actives dans les cellules. 

Legende des Figures 

10 La figure 1 decrit le gene VA1 de l'adenovirus de type 2 ainsi que son produit de 
transcription. 

La figure 1A represente les sequences nucleotidiques du g&ne VA1-RNA (region 

transcrite) (SEQ ID NO : 1). Les nucleotides notes en gras, de 13 a 24 et de 59 k 68, 

representant respectivement la boite A et la boite. B, sont les elements necessaires k la 
15 transcription du gene VA1 par TARN polymerase de type IE. Les nucleotides 157 k 160 

(TTTT), notes en gras, repr6sentent le signal d' arret de transcription de la polymerase in. 

Les nucleotides 93 a 118 soulignfe, correspondant a la sequence de la boucle IV, sont 

deletes dans la construction VAATV (SEQ ID NO : 2). 

La figure IB represente la structure secondaire de TARN VA1 de PAdenovirus de 
20 type 2, obtenue d'apres le logiciel Mac DNASIS Pro V3.6. La partie deietee dans TARN 

VAAIV est indiquee par deux fleches (nucleotides 93 k 118). Le nucleotide 120 est mute 

dans la construction VAAIV (C est mute en T). 

La figure 2 represente 1' etude comparative de la production et de la localisation cellulaire 
25 des ARN VA1, VAAIVSrf et VATAR* 

Figure 2A : Sequence TAR* (SEQ ID NO : 23) inseree dans le site de restriction 
Srfl du gene VAAIVSrf pour generer le gene VATAR*. L'oligonucieotide TAR* est derive 
de la sequence TAR du Virus de rimmunodeficience Humaine (HIV-1) (Yamamoto et al., 
2000). 
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Figure 2B : Analyse de l'expression des ARN VA1, VAAIVSrf et VATAR* par 
Northern Blot. Les differents ARN sont extraits des cellules 293, 48h aprSs transfection de 
ces cellules par des plasmides contenant les genes VA1, VAAIVSrf et VATAR*. 

Figure 2C: Etude de la localisation cellulaire des ARN VA1, VAAIVSrf et 
5 VATAR* dans les cellules humaines 293. Les ARN sont visualises par hybridation in situ, 
48h apres transfection de ces cellules par des plasmides contenant les genes VA1, 
VAAIVSrf et VATAR*. 

La figure 3 repr6sente le promoteur du gdne U6 snRNA humain (Genebank access : 
10 X07425) . Les elements requis pour le recrutement et Pactivite de TARN polymerase.de 
type m sont le DSE (Distal Sequence Element : nucl6otides -221 k -216 ), le PSE (Proximal 
Sequence Element : nucleotides -64 a -46) et la boite TATA (TATA Box : nucleotides -3 1 k 
-24). Au niveau du site +1 de transcription se trouve le site de restriction Sal I (GTCGAC), 
le premier nucleotide transcrit etant le premier nucleotide de ce site (G). 

15 

La figure 4 represente la structure secondaire de TARN VAAIV obtenue avec le logiciel 
MacDNASISProV3.6. 

La figure 5 represente la structure secondaire de TARN VAAIVSrf obtenue avec le logiciel 
20 Mac DNASIS Pro V3.6. Le site de clonage Srfl, qui permet Tinsertion des sequences 
exogenes dans TARN VAAIV Sr£ est indiqu6 par une Heche. 

La figure 6 d&rit les caracteristiques de 1' ARN nVAAIVSrf (localisation nucleaire). 

Figure 6A : S6quence du gene codant V ARN. nVAAIVSrf (SEQ ID NO : 4). Les 

25 nucleotides notes en gras, de 13 a 24 et de 59 k 68, representant respectivement la boite A et 
la boite B, sont les elements n£cessaires k la transcription du gene VA1 par l'ARN 
polymerase de type in. Les nucleotides 138 k 141 (TTTT), not6s en gras, represented le 
signal d'arret de transcription de la polymerase in. Le site de restriction Srf I (93 a 100) 
apparait souligne. Les nucleotides 120, 121 et 122 ecrits en minuscule represented les 

30 mutations introduces dans l'ARN VAAIVSrf pour alterer Thelice terminale et conferer a cet 
ARN une localisation nucl6aire. 
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Figure 6B : Schema de la structure secondaire de PARN nVAAIVSrf obtenue avec 
le logiciel DNASIS Pro V3.6. Le site de clonage Srfl, qui permet Tinsertion des s6quences 
exogenes dans TARN nVAATV Srf, est indique par une fieche. 

Figure 6C : Etude de la localisation cellulaire des ARN nVAAIVSrf. Les ARN sont 
5 visualises par hybridation in situ, 48h apres transfection des cellules 293 par un plasmide 
contenant le gene VAAIVSrf. 

La figure 7 pr&ente les differents genes VA inductibles (VAi) : leurs s6quences, les 
sequences des differents oligonucleotides ADN qui ont et6 utilises pour leur construction 

10 ainsi que T6tudede leur niveau d' expression cellulaire. . 

Figure 7A : Sequences des genes VAiO (SEQ ID NO : 15), OVAi (SEQ ID NO : 
16) et OVAiO (SEQ ID NO : 17). La numerotation des sequences s'effectue k partir du 
point +1 de transcription ; les sequences situSes en amont sont num&otees negativement. 
Les sequences des Boites A et B, ainsi que le signal d'arret de transcription, sont not6es en 

15 gras. La sequence operatrice TetOl est soulign6e ; le site de clonage Srfl est not6 en 
italique. 

Figure 7B : Sequences des oligonucleotides ayant send a la construction des genes 
VAi par reaction d'elongation d' amorce ou par reaction de polymerisation en chaine. Les 
sequences des Boites A et B ainsi que le signal d'arret de transcription sont notees en gras. 

20 Les sequences op&atrices TetOl sont soulignees ; les sites de clonage Srfl et PvuII sont 
notes en italique. Les regions complementaires entre les oligonucleotides VAi up (SEQ ID 
NO : 18) et VAi down (SEQ ID NO : 19) apparaissent en lettres minuscules. Les zones 
d'hybridation des oligonucleotides VAi PvuII (VAi PvuII 5' (SEQ ID NO : 20), VAi PvuII 
3' (SEQ ID NO : 22) ou OVAi PvuII 5' (SEQ ID NO : 21)) avec les regions codantes des 

25 genes VAi sont egalement representees en minuscule. 

Figure 7C : Analyse de l'expression des ARN VAi dans les cellules Hela T-Rex 
apres induction par la doxycycline (Dox). Les differents genes VAi (OVAi, VaiO et 
OVAiO) ont et6 clones dans le site Nhel du plasmide pBabe (voir Figure 10). Les cellules 
de la lignee d'encapsidation 293GP ont et6 utilisees pour la production des retrovirus 

30 recombinants BabeVAi. Puis les cellules Hela T-Rex (Invitrogen ref: R7 14-07) qui 
expriment le represseur TetR ont ete transduites par les differents retrovirus recombinants 
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babeVAi. Apres selection des cellules transduites par la puromycine (gene de selection de 
pBabe), les differents genes VAi ont et£ actives grace a l'ajout de Doxycycline (Dox : 
l,5[ig/ml). Les ARN ont &6 extraits aux temps indiques et l'expression des ARN VAi a et£ 
analysee par Northern blot. 

La figure 8 represente la structure secondaire de TARN VAiO obtenue avec le logiciel Mac 
DNASIS Pro V3.6. La region correspondant a la sequence tetOl est limit£e par des fteches. 

La figure 9 represente la structure secondaire des ARN h9U6, h20U6 et nh20U6 obtenue 
avec le programme Mac DNASIS Pro V3.6. Les. ARN schematises sur cette figure 
represented les structures de base invariants de ces ARN (partie navette). Le motif actif de 
TARN est clon6 dans le site Sfr I indiqu6 par une fleche. 

La figure 10 represente le vecteur retroviral pBabe (Morgenstern et Land, 1990). Le site 
Nhe I correspond au site de clonage des differentes cassettes d'expression des ARN actife. 

La figure 11 montre la relation qui peut exister entre le niveau d'expression d'un ARN actif 
et son activite biologique. A titre d'exemple, TARN actif utilise ici est l'aptamdre TAR* 
decrit dans la figure 2B. Ce motif TAR* correspond h un motif ARN capable de reprimer la 
replication du virus de Pimmunodeficience humaine (HIV). Ce motif TAR* a et6 clone dans 
le site Sfr I de la cassette VAAIVSfr. La construction VATAR* a 6t6 ins6r6e dans le site de 
clonage Nhel du vecteur retroviral pBabe (voir figure 10). Les cellules de la lign6e 
d'encapsidation 293GP ont et£ utilis6es pour la production des retrovirus recombinants 
BabeetBabe/VATAR* 

L'efficacite anti-HIV de VATAR* a et6 mesurde en utilisant les cellules indicatrices P4 qui 
constituent un systeme couramment utilise pour etudier la multiplication du HIV (Chameau 
et al., 1994). L^ cellules P4 ont ete transduites par les retrovirus Babe et Babe/VATAR* et 
selectionnees par Tajout de puromycine. Le niveau d'expression de l'ARN VATAR* a £te 
analyse par Northern-blot au sein de la population de cellules P4 s61ectionnee (population 
parentale), ainsi que dans 2 clones cellulaires independants (clones 1 et 4) isoles a partir de 
cette population. L'infection de ces differents systemes cellulaires par le HIV-1 demontre 
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que le clone 1 exprimant un important niveau d'ARN VATAR* r6siste plus efficacement a 
la multiplication du HIV. Le taux d'infection par le HTV-1 est estimS grace k la mesure de 
l'activit6 du gene rapporteur JJ-galactosidase contenue dans les cellules P4 et les r6sultats 
sont presentes en pourcentage du maximum d'infection. 

5 

La Figure 12 d&rit une application du proc6de de selection d'ARN actife a partir d'une 
librairie de cassettes d' expression d'ARN aleatoires clon6e dans le. vecteur retroviral pBabe. 
Dans cette application, les ARN actifs ont et£ selectionnes pour leur capacity a rendre des 
cellules Hela r&istantes a l'apoptose induite par la Staurosporine. 
. 10 Figure 12A: Les diff&rentes etapes de synthase de la librairie de sequences 

aleatoires. La librairie d'oligonucleoties ADN simple brin comprend de 5' vers 3' : 8 bases 
fixes surlignees (run A), 26 bases aleatoires puis 8 bases fixes surlignSes (run B). 
L'oligonucleotide run A, complementaire h Run B est hybride avec la librairie 
^oligonucleotides ADN simple brin et allonge grace a l'ADN polymerase fragment de 
15 Kleenow. Cet ADN double brin neosynthetisS est appete librairie d'ADN double brin 
al6atoire. 

Figure 12 B : Librairie de vecteurs Babe VA aleatoire. La librairie de vecteurs 
retroviraux recombinants Babe VA al&itoire est generee par clonage de la librairie d'ADN 
double brin aleatoire dans le site Srf I du gdne VAAIV Srf. Cette librairie est done 

20 constituee d'une collection de cassettes d' expression d'ARN VAATV Srf contenant chacun 
un motif aleatoire et clon6 dans le vecteur retroviral pBabe. 

Figure 12 C : Procede de selection des clones de cellules Hela resistantes a la 
staurosporine. La librairie de vecteurs Babe VA aleatoire est transferee dans les cellules 
d'encapsidation de la lignee 293GP pour produire la librairie de retrovirus VA al6atoires. 

25 Cette librairie r6trovirale est utilisee pour transduire la librairie de cassettes aleatoires dans 
les cellules de la lign£e Hela de fa?on a ce que chaque cellule transduite contienne en 
moyenne une seule cassette VA al6atoire. Apres selection des cellules transduites, 
l'apoptose cellulaire est induite par ajout de staurosporine (0,8 pM - 6h). Les cellules 
resistantes a la staurosporine sont amplifiees sous forme de clone cellulaire et les cassettes 
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d'expression des ARN actifs pr&entes dans chacun des clones sont analysees. A ce stade, 
12 cassettes ont ete s61ectionnees et leur activity anti-apoptotique a 6t6 6tudi6e (Figure 12D). 

Figure 12 D : Validation de Factivit6 anti-apoptotique des ARN identifies grace au 
proc6d6 de selection SECAR. Les cassettes d' expression d'ARN actifs s61ectionnes (en 

5 Figure 12C) ont 6t6 clonSes dans le plasmide pBabe. Ces plasmides recombinants ont 6t6 
utilises pour produire des retrovirus recombinants grace a la transfection des cellules de la 
lignSe d'encapsidation 293GP. Deux ligntes cellulaires differentes (Hela et Jurkat) ont 6t6 
transduites independamment avec les differents surnageants r6troviraux (clone 2, 5, 9, 11, 
13, 14, 15 16, C, J, L, et N) et selectionn6es par la puromycine. Les ARN cellulaires totaux 

10 issus de ces difiterentes populations de cellules transduites ont ete extraits, puis analyses par 
Northern blot. 

Figure 12 E: Validation individuelle de Factivit6 anti-apoptotique des ARN 
identifies grace au proc6d6 SECAR. Les populations de cellules Hela et Jurkat exprimant les 
ARN actifs selectionnes en Figure 12C ont 6te soumises k des tests de resistance a la 
15 staurosporine (0,8[iM pendant 6heures). 

Cellules Hela : Les r&ultats presentes dans l'histogramme refletent le nombre de cellules 
r&istantes a la staurosporine (Unit6 arbitraire). 

Cellules Jurkat : Les r&sultats presentes dans l'histogramme correspondent au pourcentage 
de cellules resistantes h la staurosporine (Mesure de la permeability membranaire 
20 mitochondriale). 

La Figure 13 illustre le procede de Finvention avec une librairie contrainte pre-s61ectionn6e 
in vitro (iv SECAR). Utilisation des cassettes d' expression inductibles. 

Figure 13 A : Construction d'une librairie de cassettes de transcription VAiO 
25 aleatoire. 

Etape 1 : les oligonucleotides banque Sens et banque iv Antisens sont hybrides puis 
allonges par FADN polymerase fragment de Kleenow pour generer la hbrairie de fragment 
VAiO aleatoire. 

Etape 2 : la librairie de cassettes d' expression VAiO aleatoire est obtenue par reaction de 
30 polymerisation en chaine grace a Futilisation d'une Taq DNA polymerase en utilisant pour 
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matrice la librairie de fragment VAiO aleatoire et les oligonucleotides sens VAiS' et 
antisens VAi end Banque. 

Etape 3 : la librairie de cassettes de transcription T7 VAiO aleatoire est obtenue par reaction 
de polymerisation en chaine gr&ce k Putilisation d'une Taq DNA polymerase en utilisant 

5 pour matrice la librairie de cassettes de transcription VAiO aleatoire et les oligonucleotides 
VApT7 en 5' et VA end en 3'. 

Figure 13 B : Production d'ARN derives du gene VA : ARN VAAIV Srf> ARN VA 
TAR*, librairie d'ARN VAiO aleatoire. Les ARN sont synth6tises in vitro grace k 
1'utilisation de l'ADN polymerase du bacteriophage T7, puis sont visualises sur gel 

10 d' agarose apres coloration au Bromure d'Ethidium (200 ng par piste). 

Figure 13 C : Obtention des cassettes de transcription d6rivees du gene VA k partir 
des ARN synth&ises in vitro. Une reaction de RT-PCR est realis6e k partir de differents 
substrats ARN synthetises in vitro en utilisant les oligonucleotides VapT7 et VA end. Les 
cassettes de transcription correspondant aux differents ARN VA ont ete obtenues : 

15 cassette d' expression VAAIV Srf obtenue a partir des ARN VAAIV Srf; 
cassette d'expression VATAR* obtenue a partir des ARN VATAR* ; 
cassette d'expression VAiO aleatoire obtenue a partir des ARN VAiO aleatoire. De meme 
un melange equimoleculaire des trois types d'ARN (VAAIV Srf, VATAR* et VAiO 
aleatoire) pennet 1' obtention d'un melange equimoleculaire des cassettes correspondantes. 

20 Les produits des reactions de RT-PCR sont visualises sur gel d'agarose 2% apres coloration 1 
au Bromure d'6thidium. 

La figure 14 fournit un exemple de construction de gene hybride U6/VA. 

II s'agit ici de mettre le gdne VAiO sous le controle du promoteur du gene murin 

25 U6 : gdne mU6A^AiO. 

La premiere etape a consiste a introduire le promoteur du gene U6 murin dans le site Nhel 
du plasmide pBabe. Le promoteur du gene U6 murin (mU6) a ete obtenu par reaction de 
polymerisation en chaine en utilisant les amorces mU6 amont et mU6 aval. Dans Pamorce 
mU6 aval, quatre bases ont ete ajoutees (en italique, gras et souligne). L'ajout de ces bases a 

30 permis de gen6rer le site Pmel indique dans la construction pBabe mU6A^AiO. Dans 
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P amorce mU6 aval, les quatre bases AAAC soulignees correspondent aux quatre demises 
bases du promoteur U6 et aux quatre premieres bases du site de restriction Pme I 
(GTTTAAAC). Dans la reaction de polym6risation en chaine, la matrice utilis6e correspond 
k 1'ADN genomique de cellules murines. Le produit de cette reaction de polymerisation en 
5 chaine a ete purifte, puis ligu6 dans le plasmide pBabe dig6r6 par Nhe I. Le produit de 
ligation est appel6 pBabe mU6. 

La deuxieme &ape a consists a insurer le gene VAiO dans le site Pmel du plasmide pBabe 
mU6. Le gene VAiO a 6t6 produit par une reaction de polymerisation en chaine utilisant les 
amorces VAiO Start et VAiO End Nhel, la matrice etant le plasmide pBabe VAiO. 
10 L' amorce VAiO End Nhel contient le site de restriction Nhel note en gras et soulign6. Le 
produit de cette reaction a 6t6 purifte puis ligue dans le plasmide pBabe mU6 dig6r6 par 
Pmel. Le produit de ligation est appele pBabe mU6/VAiO. 

La figure 15 fournit une description g6n6rale des strategies de criblage d ! ARN actifs selon 
15 Invention. 

Panneau A : Proc6d6 de selection des cassettes d'expression d'ARN actif inductibles 
(SECAR) : Ce proc6d6 permet la selection in cellulo d'ARN capables de conferer a une 
cellule un phenotype donnS. Le criblage ph6notypique pr6sent6 dans ce panneau est effectue 
grace a l'utilisation de cassettes d'expression inductibles ; il s' effectue en six etapes. 
. 20 Etape 1 : La librairie de cassettes d'expression d'ARN aleatoires est transferee sur les 
cellules d'interet, via un vecteur retroviral. Le transfert est ainsi optimise : il est adapts k 
tout type cellulaire et permet de controler le nombre de cassettes inserees par cellule. 
Etape 2 : Les cellules ayant int6gr6 le nouveau materiel genetique (cassette d'expression 
d'ARN al6atoire) sont s61ectionn6es grace a un gene de selection pr6sent dans le vecteur 
25 retroviral. 

Etape 3 : Grace k l'utilisation de cassettes d'expression inductibles, l'expression des 
cassettes est induite afin d'activer la transcription des ARN al6atoires. 
6tape 4 : La selection des cellules qui expriment les ARN actifs et qui pr&entent le 
phdnotype d'interet est effectuee. Ces cellules sont amplifiees. 
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Etape 5 (facultative) : Les cassettes d'expression des ARN actifs presentes dans les cellules 
s61ectionn6es a cette etape peuvent 6tre copiees et a nouveau transferees dans les cellules 
d'int6r£t Ainsi les etapes 1 a 4 peuvent etre repet&s autant que n6cessaire. 
6tape 6 : Dans les clones cellulaires obtenus en fin d'etape 4 ou 5, Factivite des cassettes 
est validee par comparaison des etats induits ou reprimes. L'ARN est valide en tant qu' ARN 
actif quand le phenotype cellulaire recherche est observe dans la seule condition pour 
laquelle la cassette d' expression est induite. Au contraire, TARN n'est pas valide en tant 
qu'ARN actif quand le phenotype cellulaire recherche est observe quelles que soient les 
conditions : cassette d' expression induite ou cassette d'expression reprim£e. 

Panneau B : Procede de selection des cassettes d* expression d'ARN actif apres 
enrichissement pr^alable en sequences actives (ivSECAR pour <dn vitro Selective 
Enrichment of Cellular Aptamer RNA») 

Ce procede, comme le proced£ SECAR, permet la selection in cellulo d'ARN capables de 
conferer a une cellule un phenotype donne. Dans ce cas, le criblage est effectue en utilisant 
une librairie d'ARN aieatoires, enrichie en ARN capables de lier une cible donnee. Les 
premieres 6tapes du criblage sont effectuees in vitro, k partir d'une banque d'ARN 
aieatoires ; les ARN utilises pour le criblage in vitro ont une structure identique k ceux qui 
seront exprimes in cellulo dans les etapes ulterieures. 

6tape 1 : A partir d'une librairie de cassettes de transcription d'ARN aieatoires, la librairie 
d'ARN aleatoire est produite in vitro. Les ARN ainsi synthetises in vitro ont les memes 
proprietes structurales que les ARN qui sont synthetises in cellulo, a partir d'une banque de 
cassettes d'expression d'ARN aieatoires. 

Etape 2 : La banque d'ARN aleatoire est mise en contact avec la cible d'interet 
Etape 3 : Les ARN capables de lier la cible sont retenus grace a un procede approprie. 
Etape 4 : Les ARN retenus en fin d'etape 3 sont utilises pour produire une nouvelle librairie 
de cassette de transcription d'ARN aieatoires, enrichie en sequences actives. Les etapes 1 h 
4 sont ainsi renouveiees a volonte. En fin d'etape 4, une librairie « restreinte » de cassettes 
d'expression d'ARN actife est obtenue. 

Etape 5 : Cette librairie restreinte est par la suite utilisee dans des essais cellulaires selon le 
procede SECAR decrit dans le panneau A. 
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Description Detaillee de l'invention 

5 L'invention concerae, de maniere generate, des outils et proced&s de selection in cellulo 
d'ARN actifs capables de conferer a une cellule un phSnotype d&ire, ainsi que l'utilisation 
de ces ARN actifs ou de tout ADN codant dans le domaine experimental ou 
pharmaceutique, par exemple. Comme indiqu6 precedemment, l'invention utilise, de 
maniere particuliSrement avantageuse, la combinaison de vecteurs retroviraux et de 

10 cassettes d&ivees de g&nes VA, permettant un criblage simple, efficace et predictif, in vitro 
comme in vivo. 

ARN actifs 

15 La presente invention est adapt6e a la production, Pexpression et/ou la selection de toute 
molecule d'ARN active, c'est-a-dire de molecules d'ARN capables d'interagir avec et/ou 
d'altfrer Tactivit6 de composants biologiques, et/ou de conferer a une cellule un ph6notype 
donn6. 

Le tenne ARN actif inclut notamment des ARN structuraux (tels que les aptameres) et des 
20 ARN non-structuraux, tels que des antisens, des ribozymes ou des ARN interferants 
(siARN, miARN ou leurs precurseurs ). Les ARN actifs peuvent etre de longueur variable, 
comprise typiquement entre 8 en 500 bases, plus pr6f6rentiellement entre 8 et 200, 
notamment entre 8 et 150. Les ARN actifs sont g6neralement synthetises sous forme de 
molecules simple-brin, meme s'ils peuvent ulterieurement adopter des structures tri- 
25 dimensionnelles de type boucle, regions double-brins, helices, etc. 

Dans un mode specifique et prefer^ de l'invention, TARN actif est un ARN- structural, 
notamment un aptamere (Famulok and Verma, 2002) (Hermann and Patel, 2000). Les 
aptameres sont des oligonucleotides capables de lier specifiquement une molecule cible. 
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Dans un autre mode sp6cifique de l'invention, TARN actif est un ARN interferant (siARN, 
mi ARN ou leurs precurseurs) (McManus and Sharp, 2002) (Scherr et al., 2003) (Famulok 
and Verma, 2002) ou un ARM antisens. 

La pr&ente demande est en effet particulifirement adapt6e a la conception et au criblage 
5 d'ARN dont 1'activite requiert une configuration spatiale particuliere. 

Les proced& decrits dans la pr6sente demande permettent de s61ectionner des ARN actifs k 
partir de collections ou banques de sequences al6atoires, gen&ales ou restreintes, pouvant 
comprendre un tres grand nombre de sequences al6atoires distinctes. Comme il sera decrit 

10 plus en details dans la suite du texte, les sequences ateatoires peuvent etre toute mol6cule 
d'ADN ou d'ARN comprenant au moins un 616ment de sequence non connu, plus 
precisement dont une partie au moins de la sequence est aleatoire. La selection des ARN 
actifs selon l'invention est r6alis& in cellulo, grace k 1'insertion des sequences al&itoires 
dans des cassettes d'expression et dans des conditions particulieres. Un des avantages 

15 principaux de la selection in cellulo est que la cible de l'ARN actif n'est pas forcement 
choisie a priori ; de plus l'ARN actif selectionne est r6ellement efficace dans les conditions 
d'utilisation cellulaire. 

Promoteur d&iv6 du gene VA d'un adenovirus 

20 

Comme indique ci-avant, une caract&istique de l'invention reside dans l'utilisation de 
cassettes d'expression particulieres, pennettant la production in cellulo d'ARN actifs, dans 
des configurations optimales. 

25 En particulier, d'une maniere particulierement avantageuse, les constructions, compositions 
et m6thodes de l'invention utilisent un promoteur deriv£ de la sequence d'un gene VA 
d f ad6novirus. 

Plusieurs travaux, dont ceux des inventeurs, ont demontre l'utilite du gene VA1 pour 
30 exprimer dans la cellule des ribozymes, des aptamdres ou des antisens, dont la sequence 
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etait parfaitement definie (Medina and Joshi, 1999) (Barcellini et al., 1998) (Bertrand et al., 
1999) (Cagnon et al., 1995) (Gwizdek et al., 2001). 

La presente demande d&nontre pour la premiere fois lapossibilite et l'efficacite d'utiliser ce 
type de construction pour la production et le criblage de banques d'ARN aieatoires (ou de 
banques contraintes) in cellulo, notamment dans un contexte retroviral. Elle decrit 
egalement differentes modifications dans le g£ne VA afin de g6n6rer des cassettes 
ameliorSes conferant un meilleur controle des parametres ^expression. Les sequences 
codant pour les ARN actifs peuvent ainsi etre clon6es dans la cassette, principalement dans 
le domaine central du g£ne. Le positionnement de la sequence active au sein du domaine 
central ne modifie pas le niveau de production, et la localisation de TARN chim&ique dans 
la cellule (figure 2), L'utilisation d'un tel. promoteur est particulierement avantageuse pour 
Texpression d'ARN actifs structuraux, notamment d'aptameres. 

Le genome des adenovirus contient deux petits genes qui sont transcrits par TARN 
polymerase m, les genes VA1 et VA2 (Mathews and Shenk, 1991). L'ARN VA1, et a un 
moindre degre TARN VA2, sont abondamment produits pendant le cycle de replication de 
l'adenovirus. L'interaction entre 1'ARN VA1 et une kinase cellulaire (PKR ou p68 kinase) 
bloque Teffet antiviral induit par les interferons et facilite la production de nouveaux virus 
(Mathews and Shenk, 1991). 

Le gene VA1 des adenovirus code pour un ARN court (ARN VA1 160nt) caracterise par 
une structure secondaire riche en region double brin. L'organisation gen6tique de ce gene 
transcrit par TARN polymerase in est simple et comprend une courte r6gion promoteur en 
position intrag&iique (boite A et boite B) et un signal d'airSt de transcription (voir figure 
1A). La structure secondaire de TARN VA1 est bien connue (figure IB). La sequence du 
gene VA1 de l'adenovirus de type 2 est representee sur la figure 1A (SEQ ID NO :1). La 
sequence de l 5 ARN code correspondant est donnee ci-dessous. 

1- GGGCACUCUU CCGUGGUCUG GUGGAUAAAU UCGCAAGGGU 
AUCAUGGCGG ACGACCGGGG UUCG^CCCC GGAUCCGGCC 
GUCCGCCGUG AUCCAUGCGG UUACCGCCCG CGUGUCGAAC 
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CCAGGUGUGC GACGUCAGAC AACGGGGGAG CGCUCCUUUU -160 

Les boftes A et B correspondent aux nucleotides 1 1-24 et 59-68 en gras, respectivement, et 
le domaine central contenant la boucle IV correspond aux nucleotides 93 a 1 1 8. 

5 

Dans un premier mode de realisation particulier de l'invention, la cassette comprend la 
sequence d'un gene VA1 d'ad6novirus del&£ de tout ou une partie fonctionnelle de la 
boucle IV, dans laquelle la s6quence codant TARN actif est inseree. Comme indiquS ci- 
10 dessus, le domaine central contenant la boucle IV correspond aux nucleotides 93 k 1 18 du 
gene VA. La sequence d'ARN transcrits par des cassettes d' expression selon Pinvention 
comprenant la sequence d'un gene VA delate de la boucle IV est fournie ci-apr£s : 

SEQIDNO:2(VAAlV): 

15 1- GGGCACUCUU CCGUGGUCUG GUGGAUAAAU UCGCAAGGGU . 

AUCAUGGCGG ACGACCGGGG UUCGAACCCC GGAUCCGGCC 

GUCCGCCGU G AUAUC CAGGV GUGCGACGUC AGACAACGGG 
GGAGCGCUCC UUUU -134 

20 La sequence SEQ ID NO : 2 (VAAIV) est deriv6e de VA1 Ad2 par deletion du domaine 
central de 93 k 1 18. Le nucleotide 94 (120 dans VA1) a ete mute de fa$on k cr£er un site de 
clonage EcoRV (en italique souligne). Le site de coupure EcoRV se situe entre 92 et 93. 

SEQ ID NO : 3 (VAAlVSrfl 
25 1- GGGCACUCUU CCGUGGUCUG GUGGAUAAAU UCGCAAGGGU 

AUCAUGGCGG ACGACCGGGG UUCGAACCCC GGAUCCGGCC 
GUCCGCCGUG A UGCCCGGGC AUCCAGGUGU GCGACGUCAG 
ACAACGGGGG AGCGCUCCUU UU -142 (SEQ ID NO: 3) 



30 



La sequence SEQ ID NO : 3 (VAAlVSrf) . ci-dessus, est deriv6e de VAaIV apres insertion 
de la sequence du site Srfl dans le site EcoRV (en italique souligne). Le site de la coupure 
Srfl se situe entre 96 et 97. 
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Dans un autre mode de realisation particulier, qui peut etre combine avec le precedent, la 
double-helice terminate du gene VA1 est alteree. Cette alteration permet de contr61er la 
localisation cellulaire de l'ARN synthetise (Gwizdek et al., 2001). Ainsi, lorsque l'heiice 
tenninale du gene VA1 est intacte, l'ARN synth6tis6 se trouve de fa9on naturelle 

5 essentiellement dans le cytoplasme. Cette localisation est adaptee pour cribler des ARN 
actifs sur des cibles biologiques prdsentes essentiellement dans ce compartiment cellulaire. 
De maniere alternative, lorsque l'heiice terminale du gene VA1 est alteree, l'ARN 
synthetis6 se trouve essentiellement localise dans le noyau. Cette localisation est adaptee 
pour cribler des ARN actifs sur des cibles biologiques essentiellement nucieaires. L'heiice 

10 terminale est formee essentiellement par 1'appariement entre les 20 premiers et les 20 
derniers nucleotides de la sequence de l'ARN code par le g£ne VAL L' alteration de l'heiice 
peut etre obtenue par differentes modifications introduites au sein de ces elements de 
sequence, notamment par mutation, deletion et/ou insertion, de preference par mutation. 
Lorsque la sequence de l'heiice est inferieure h environ 15 bases, l'heiice est alteree 

15 fonctionnellement et l'ARN VA1 est retenu dans le noyau. Egalement, lorsque la double 
heiice est mutee de maniere a introduire une succession de nucleotides non apparies qui 
forment une ouverture au sein de l'heiice (bulle), cette deraiere est alteree 
fonctionnellement et TARN est retenu dans le noyau. 

20 La sequence d'un ARN transcrit par une cassette d'expression selon l'invention comprenant 
la sequence d'un gene VA delete de la boucle IV et une double-heiice tenninale alteree est 
fournie ci-apres (SEQ ID NO : 4) : 

1- GGGCACUCUU CCGUGGUCUG GUGGAUAAAU UCGCAAGGGU 
25 AUCAUGGCGG ACGACCGGG6 UUCGAACCCC GGAUCCGGCC 

GUCCGCCGUG AU GCCCGGGC AUCCAGGUGU GCGACGUCAa 
uaAACGGGGG AGCGCCCUUU U -141 

La sequence SEQ ID NO : 4 (nVAAlVSrf) est derivee de VAAlVSrf par mutation des 
30 nucleotides 120 & 122 (minuscules) et deletion du nucleotide 136. 
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Dans un mode de realisation particuli&rement pr6f<£r6, qui peut etre combin6 avec Tun ou les 
precedents, le g£ne VA1 comprend une sequence conferant un caractere inductible. Quelle 
que soit l'utilisation faite de 1'ARN actif (antisens, ribozyme, aptamfre, siARN, miARN et 
leurs precurseurs) exprimS au sein d'une cellule, le controle de son expression est un 
el6ment determinant Dans cet objectif, la presente invention montre, pour la premiere fois, 
que la structure des genes VA1 peut etre modifiee de maniere k rendre leur expression 
inductible, tout en conservant par ailleurs les caract&istiques d6crites precedemment 
(niveau d'expression 61ev6, controle de localisation, possibilit6 d'insertion de sequences 
actives dans le domaine central), Ces resultats sont particuli&rement inattendus compte tenu 
de la structure intragenique du promoteur VA, et permettent la conception de cassettes 
d'expression ayant des proprietes remarquables pour le criblage d'ARN actifs in cellulo (voir 
Figure 15A). Ainsi, Tinvention propose et pennet, pour la premiere fois, la validation in 
cellulo de Tactivite des cassettes selectionnSes par comparaison des 6tats induits et r6primes. 
Cette approche permet de reduire le nombre de faux positifs et de simplifier et d'accelSrer 
Identification des ARN d'interet 

Plus particulierement, la pr&ente invention montre qu*un g&ne VA inductible peut etre 
construit par insertion d'une ou plusieurs sequences conferant un caractere inductible, 
typiquement entre les boites A et B du g&ne et/ou en amont du gene, de preference en 
remplacement de tout ou partie des sequences noimalement presentes. Dans le cas ou la 
sequence est inseree entre les boite A et B, cette nouvelle sequence se retrouve dans une 
region de l'ARN VA1 qui est transcrite, et provoque done des alterations de la structure 
secondaire native de TARN VA1 susceptibles de le rendre moins stable. Afin de corriger 
ces alterations, des mutations compensatrices peuvent etre introduites au sein de la sequence 
VA1, de maniere a corriger ces defauts de structure et a recreer ainsi les appariements 
naturels de l'ARN VA1. Ces cassettes optimisees permettent de controler l'expression des 
ARN actifs dans les cellules, et d'ameliorer les conditions d'un criblage, ou de l'utilisation 
en recherche ou en therapeutique. 

Dans un mode particulier, l'invention conceme done un acide nucl6ique comprenant la 
s6quence d'un gene VA d'un adenovirus, modifie par insertion d'une ou plusieurs 
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sequences conferant un caractere inductible, de preference entre les boites A et B et/ou en 
amont du gene, plus preferentiellement en remplacement de tout ou partie des sequences 
natives. 

La sequence conferant un caractere inductible peut etre toute sequence conferant une 
sensibility a un facteur agissant en trans. H peut s'agir de preference d'un site de liaison 
d'un facteur transcriptionnel ou d'un represseur, ou de tout autre agent ou molecule. Dans 
un mode de realisation prefer^, il s'agit d'une ou plusieurs sequences operatrices d'un 
promoteur bacterien r^gule, par exemple du promoteur de la tetracycline. 

Le promoteur des genes bacteriens tet contient deux types de sequences operatrices Ol et 
02 qui servent de site de fixation pour le represseur TetR (Hillen et Berens, 1994). Chacun 
des sites tetOl et tet02 lie un homodimere de TetR. Des etudes ont montr6 que le site de 
fixation tet02 avait une affinity pour Phomodimere TetR trois a cinq fois plus importante 
que tetOl (Hillen et Berens, 1994). Les sequences operatrices tetOl ont ainsi ete inse^es a 
rinterieur de sequences promotrices heterologues eucaryotes afin d'obtenir un systeme 
d' expression eucaryote regulable par la tetracycline (Gossen and Bujard, 1992). Cependant, 
une telle modification ou application n'a jamais ete envisagee k partir du gene VAI des 
adenovirus, dont la manipulation est particulierement delicate compte tenu de la presence du 
promoteur dans les sequences transcrites. 

Nous avons insere une ou deux sequences tetOl en amont du gene VAI afin de rendre son 
expression inductible par ajout de tetracycline. Ainsi, les sequences situees entre les Boite A 
et B ou placees en amont du premier nucleotide transcrit du gene VAI ont ete remplacees 
par des sequences tetOl. En absence de tetracycline, Fexpression du gdne VAI modifie 
peut ainsi Stre reprimee par la liaison des homodimeres de TetR sur les sequences cis- 
regulatrices. L' ajout de tetracycline permet de lib6rer le represseur de sa fixation sur les 
sequences tetO, et au gene VAI d'etre normalement exprime. 

Dans un mode particulier, 1' invention concenie done un acide nucieique comprenant la 
sequence du gene VAI d'un adenovirus, modifie par insertion d'une ou plusieurs sequences 
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operatrices servant de site de fixation pour le represseur TetR. De preference, la ou les 
sequences op6ratrices sont insSrees entre les boites A et B de la sequence du gene VA et/ou 
placees en amont du gdne, plus pr£ferentiellement en remplacement de tout ou partie des 
sequences natives. L'invention concerne £galement toute cassette d' expression comprenant 
5 une sequence codant un ARN actif ins6r£e sous controle d'un promoteur VA inductible, 
(VAi) notamment par la tetracycline. La sequence d ! exemples specifiques de genes VA 
inductibles construits selon l'invention est representee dans les sequences SEQ ID NO: 15 
(VaiO), SEQ ED NO: 16 (OVAi) et SEQ ID NO: 17 (OVAiO). 

10 Des cassettes specifiques derives de la sequence de g£nes VA et permettant l'expression 
. d'ARN aleatoires ou actifs sont decrites dans les exemples, qui represented des objets 
particuliers de Finvention. On peut ainsi citer les cassettes VAATVSrf, nVAAIVSrf, VAi et 
nVAi. 

15 D f autre part, dans un mode de raise en ceuvre particulier, les cassettes d'expression de 
Tinvention comprennent, en plus du promoteur derive du gene VA d'un adenovirus, un 
second promoteur transcriptionnel, different du promoteur VA. L'utilisation de telles 
constructions hybrides est notamment interessante lorsque le promoteur derive du gene VA 
n'est pas fonctionnel dans un type cellulaire particulier, Dans ce cas, TARN actif et 

20 configure dans la sequence VA peut etre exprim£ sous controle d'un second promoteur, qui 
peut etre de nature et d'origine varices. Avantageusement, le second promoteur est un 
promoteur transcrit par TARN polymerase de type HI, et qui est fonctionnel dans le type 
cellulaire concern^, notamment un promoteur extra-g£nique. En aval de ce second 
promoteur, au niveau du site +1 de transcription, est clonee la cassette d'expression deriv6e 

25 du gene VA (VAAIV, VAATV Sr£ nVAAIV, VAi ou toute autre cassette deriv£e du g&ne 
VA). Selon un mode prefere, le promoteur du gene U6 est choisi en tant que second 
promoteur permettant une transcription active du gene VA ainsi clone. 

Un objet particulier de Tinvention reside ainsi dans une cassette d'expression hybride 
30 comprenant une cassette d'expression derivee d'un gene VA d'un adenovirus, 
eventuellement rendue inductible, exprimant un ARN actif (aptamere, antisens, ribozyme, 
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ARN interferent : Si ARN, miARN ou leurs precurseurs), plac6e en aval d'un second 
promoteur transcriptional. La construction de ce type de cassettes hybrides est d6taillee 
dans les exemples (voir exemple A-3) et dans les figures, 

5 Promoteurs dependants de TARN Polymerase III 

Dans certains modes de realisation particuliers de l'invention, par exemple pour les cassettes 
hybrides, il peut Stre possible d f utiliser d'autres promoteurs dependants de TARN 
Polymerase HI pour Texpression des ARN actifs. II peut s'agir d'un promoteur localis6 a 
10 Pint6rieur des sequences transcrites (intragenique), comme le promoteur des genes tRNA. II 
peut 6galement s'agir d'un promoteur localise en amont des sequences transcrites 
(extragSnique), comme les promoteurs du type U6 codant le petit ARN nucleaire U6 
(snRNAU6). En outre, le promoteur utilise peut etre rendu inductible. 

La transcription du gene U6 humain (hU6) genSre un petit ARN nucleaire (ARN snU6) 
integre dans un complexe ribo-nucteoprot&que responsable de Pepissage des ARN 
(Gmeiner, 2002). Le promoteur hU6 est place en amont de la sequence transcrite, et les 
sequences correspondant a ce promoteur ne sont done pas produites dans la cellule. Cela a 
pour avantage principal de n'imposer que peu de contraintes de sequence dans la region 
transcrite de la cassette (Bertrand et al,, 1997). En effet, le deuxieme nucleotide transcrit 
correspond au premier nucleotide apporte par la sequence exogene et les derniers 
nucleotides correspondent au signal stop (figure 3). II est done possible, grace a ce type de 
cassette, de produire dans la cellule des ARN artificiels (antisens, ribozymes, aptameres, 
ARN interf&rents : siARN, miARN et leurs precurseurs) dont on controle la quasi-totalite de 
la sequence transcrite. 

Afin de controler la stabilite des ARN graces ainsi que leur localisation cellulaire, 
differentes cassettes d'expression utilisant un promoteur U6 ont et6 construites par les 
inventeurs. Ces cassettes permettent l'expression d'ARN cytoplasmiques ou nucleaires, 
30 structuraux ou non structuraux, contraints ou non-contraints. Des modifications ont ainsi ete 
apportees au promoteur U6, dans le but de faciliter le clonage des sequences actives, de 
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maitriser les sequences transcrites dbs le point +1 de transcription, de stabiliser les 
sequences actives et de maitriser la localisation intracellulaire de ces sequences. 

Dans un premier mode de realisation, une sequence servant de base structurale pour TARN 
5 actif est plac£e en aval du promoteur U6. Cette sequence de structuration contient plus 
pr6f£rentiellement une sequence capable de g6nerer une (courte) helice ARN (plus ou moins 
stable et plus ou moins longue), et/ou un site de clonage bord franc et/ou un signal d'arret de 
transcription (par exemple TTTTT). La sequence permettant la formation d'une helice ARN 
comprend typiquement deux regions complementaire espacees par une region charniere. Ce 
10 type de cassette est surtout utile pour Pexpression intracellulaire de motifs d'ARN 
structuraux. Lorsque le motif actif est lui-meme structure sous la forme d'une Mlice, la 
sequence de structuration comprend de preference un motif navette court (typiquement de 5 
h 12 bases). Lorsque le motif actif n' est pas structure en helice ou tres court, la sequence de 
structuration comprend de preference un motif navette long, comprenant typiquement de 12 
15 a 20 bases. Ce motif peut etre structure pour former une helice parfaite assurant a TARN 
produit une localisation cytoplasmique ou bien etre structure pour former une helice 
perturb£e afin d'obtenir une localisation nucl&rire de TARN generd 

Dans un autre mode de realisation, qui peut etre combin6 au precedent, une sequence 
20 fonnant une courte structure en £pingle k cheveux est placee en aval du promoteur U6 (et, 
le cas 6cheant, de la s6quence de structuration). Cette sequence forme une structure ARN 
stable placee a Textremite 3' de TARN actif ou al&toire synthase, prot6geant ainsi TARN 
produit de la degradation par des RNAses. En aval de cette structure de stabilisation se 
trouve ie signal d'arrSt de transcription de la polymerase in : TTTTT. 

25 

Dans un mode de realisation alternatif, la cassette comprend le promoteur U6 auquel est 
directement li6e la sequence codant TARN actif. Une telle cassette permet d'exprimer des 
ARN dont la sequence est choisie d&s le point +1 de transcription. 

30 Selon un mode particulier, la cassette comprend un promoteur U6 tel que defini ci-dessus et 
une ou plusieurs s6quences conferant un caractere inductible, comme decrites 
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pr6c£demment La ou les sequences confSrant le caractSre inductible peuvent etre plac6es 
par exemple en amont de la sequence du promoteur. 

Des cassette sp6cifiques deriv£es du promoteur U6 et pennettant Pexpression d'AKN 
5 al6atoires ou actifs sont ddcrites dans les exemples, qui represented des objets particuliers 
de rinventioiL On pent ainsi citer les cassettes U6helices, U6Srf, U6Tt, etc* 

Dans d'autres modes de mise en osuvre particuliers, le promoteur transcrit par TARN 
polymerase HI est issu d'un promoteur des genes ARNt. En outre, ces promoteurs peuvent 
10 etre modifies pour leur conferer un caractere inductible. 

Vecteurs 

Les cassettes d'expresston selon Pinvention sont typiquement clonees ou comprises dans 
15 des vecteurs, de clonage et/ou d* expression. De tels vecteurs peuvent etre de nature et/ou 
d'origine vari6e, comme des plasmides, virus recombinants, vecteurs viraux, episomes, 
chromosomes artificiels, phages, etc. De preference, les vecteurs sont de type plasmide, 
viral ou 6pisomiques. 

20 Ainsi, un objet particulier de Pinvention reside dans un vecteur comprenant au moins une 
cassette d' expression telle que d6finie pr6cedemment 

Lorsque le vecteur est de type plasmide, il peut etre issu de differents plasmides connus ou 
commerciaux. II comporte typiquement une origine de replication . compatible avec 
25 Putilisation desiree. II peut comprendre en outre un g£ne de selection et, 6ventuellement, 
une sequence d'integration dans le chromosome. Des exemples de plasmides utilisables 
pour la production de vecteurs de Pinvention sont notamment les plasmides pUC, pcDNA, 
pW2, plasmides a replication episomique derives du virus Epstein-Bar du type OriP. 



30 Dans un mode de mise en ceuvre prefere, le vecteur est de type viral. II peut s'agir d'un 
virus recombinant, c'est-a-dire d'une particule virale recombinante comprenant un genome 
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viral recombinant dans lequel est insSree au moins une cassette telle que definie 
precedenunent II peut egalement s'agir d'un vecteur viral 3 c'est-^-dire d'une construction 
gen6tique comprenant un genome viral recombinant dans lequel est inseree au moins une 
cassette telle que definie pr6c6demment. 

5 

Dans un mode de realisation particulierement pr6fere, le vecteur est un vecteur retroviral ou 
un retrovirus recombinant. La presente demande montre en effet que le transfert d'une 
cassette de rinvention dans des cellules cibles est tres efficace apres clonage de cette 
cassette dans un vecteur retroviral. La presente demande montre notamment de manure 
10 inattendue que les cassettes d6riv6es des genes VA1 peuvent etre transduites efficacement 
dans les cellules cibles, dans un contexte retroviral. En particulier, apres integration du 
vecteur retroviral contenant la cassette dans le genome de ces cellules, le niveau 
d'expression de l'ARN chim6rique est important et les proprietds de la cassette sont 
conserves. 

15 

Les virus ont &6 utilises pour vectoriser des acides nucleiques in vitro ou in vivo. 
Difterentes approches ont ete d&rites pour la production de virus recombinants, conduisant 
typiquement a la production de virus defectifs pour la replication, comprenant un segment 
d'acide nucleique exogene codant une produit desire. De tels virus ont ete construits h partir 
20 de retrovirus (MLV, lentivirus, etc.), d'adenovirus (Ad5, Ad2, CAV, etc.), d'AAV, de virus 
de l'heipes, etc. Dans chacune de ces approches, un vecteur viral est construit comprenant 
les sequences necessaires en cis a Pencapsidation d'un acide nucleique dans une particule 
virale et, eventuellement, des sequences regulatrices ou codantes complementaires. 

25 Dans le cas des retrovirus, de nombreuses constructions ont ete decrites, dans lesquelles tout 
ou partie des genes gag, pol et/ou env sont deietees, et dans lesquelles un acide nucleique 
d'interet est introduit Ce dernier peut etre insere en remplacement des sequences deietees, 
ou dans d'autres regions, comme par exemple dans un LTR. Des vecteurs viraux connus de 
rhomme du metier sont notamment MFG, pBABE, etc. Typiquement, un vecteur retroviral 

30 de rinvention comprend done les regions terminales LTR, la sequence d'encapsidation, un 
gene de selection et Tacide nucleique codant PARN actif, selon rinvention. Un tel vecteur 
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viral peut etre construit a partir de differents types de retrovirus, et utilise pour produire des 
virus recombinants par introduction dans une lignSe d'encapsidation exprimant les prolines 
virales GAG, POL et ENV. De telles lignees ont 6te d&rites dans l'art anterieur (PsiCRIP, 
PA317, Gpenv, 293GP etc.). 

5 

Un objet particulier de l'invention reside dans un vecteur retroviral d£fectif pour la 
replication, comprenant une sequence LTR, une sequence d'encapsidation retroviral et au 
moins une cassette d' expression telle que d6finie prec&iemment. 

10 Les vecteurs de Finvention peuvent comprendre une ou plusieurs cassettes d'expression 
d'ARN, identiques ou differentes. Ainsi, des vecteurs multi-cassettes peuvent etre 
construits, dans lesquels des cassettes peuvent etre inserees, par exemple en tandem. La 
possibility de doner plusieurs cassettes dans un meme vecteur peut concerner une seule 
. sequence ARN active, ou plusieurs sequences d'ARN actifs differents. Dans le premier cas, 

15 la meme cassette est recoptee plusieurs fois avant d'Stre inseree dans le vecteur ; dans le 
deuxi&ne cas, les differentes cassettes sont placees les unes h cot6 des autres et inserees 
dans le vecteur, ou clon6es sequentiellement, en des sites distincts du vecteur. 

Les vecteurs peuvent etre construits par des techniques connues de biologie moleculaire, 
20 notamment par clonage, ligation, amplification, etc. 

Comme indiqu6 pr6c6demment, l'utilisation combinee d ! un vecteur retroviral et de 
sequences deriv6es du gene VA d'un adenovirus, selon les methodes decrites dans la 
presente demande, permet de fouinir un syst&me integre, simple et pr6dictif de Tactivit6 
25 d'ARN aleatoires, in vitro comme in vivo. 

Un autre objet de Finvention concerne une composition comprenant un vecteur tel que 
defini precedemment La composition peut etre une composition pharmaceutique, comme il 
sera decrit plus en detail dans la suite du texte. 
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Un autre objet de l'invention conceme une composition comprenant une pluralit6 de 
vecteurs tels que definis pr6cedemment La composition peut 6tre une banque, comme il 
sera decrit plus en detail dans la suite du texte. 

5 Banque 

Au sens de l'invention, le terme banque (ou librairie) d&igne un produit pu une 
composition complexe comprenant une plurality ou une multitude de composants ou de 
membres, qui peuvent etre pr6sents en melange(s) ou dans des compartiments separes. Les 

10 banques selon l'invention comprennent typiquement une plurality .d'ARN actifs, ou de 
cassettes codant de tels ARN actifs, qui peuvent dtre clonees dans des vecteurs, notamment 
des plasmides, vecteurs viraux, virus, et/ou dans des cellules. Typiquement, bien que cela ne 
soit pas obligatoire, toutes les cassettes et/ou vecteurs d'une meme banque ont sensiblement 
la meme structure, ces composants diflSrant les uns des autres par la nature (e.g., longueur, 

15 origine, type, etc.) et/ou la structure (e.g., s&pience) des ARN actifs codes. En outre, une 
banque comprend g6n6ralement plusieurs copies de chaque composant ou membre. La 
complexity de la banque peut varier dans une large mesure. Ainsi, une banque peut Stre 
composee de deux composants comprenant des cassettes d'expression d'ARN actifs 
distincts, de preference de 10 au moins, encore plus pref&rentiellement de 20 au moins. Des 

20 banques typiques comprennent plus de 100, 500 ou 1000 composants distincts, par exemple 
jusqu'i 10 9 ou plus encore. S'agissant de banques de cassettes d'expression d'ARN 
aleatoires, il est clair que la composition precise (e.g., la sequence) des composants de la 
banque est generalement et par principe non connue, au moins en partie. Les composants de 
la banque (e.g., cassettes, vecteurs, cellules, etc.) peuvent etre pr&ents sous des formes 

25 diverses, comme sous forme liquide, gel, lyophilisee, etc. lis peuvent etre immobilises sur 
un support ou en suspension, sous forme soluble. La banque comprend generalement un 
support physique contenant les differents membres de la banque, qui peuvent etre en 
melange(s), au moins partiel(s), ou separes. Le support peut ainsi comprendre un ou 
plusieurs compartiments separes physiquement, tels que des flasques, tubes, bouteilles, 

30 plaques multi-puits, etc. La banque peut etre conservee sous differentes formes, notamment 
en suspension liquide ou congelee, repliquee, etc., en tout ou en partie. 
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Les banques de Pinvention comprennent typiquement une pluralite de vecteurs comprenant 
chacun une cassette d'expression d'un ARN al6atoire comme d6crit pr6c£demment, les 
vecteurs etant au moins en partie sous forme de melange. De preference, la banque 
comprend au moins 50, 100 ou 200 vecteurs codant un ARN ateatoire distinct Elle peut 
comprendre jusqu'& plusieurs milliards d'especes moleculaires distinctes. 

Les sequences aleatoires peuvent Stre toute molecule d'ADN ou d'ARN comprenant au 
moins un element de sequence non connu, plus precis&nent toute molecule d'ADN ou 
d'ARN dont une partie au moins de la sequence est aleatoire. De tels acides nucleiques 
aleatoires peuvent typiquement comprendre une region aleatoire bord6e, h Tune ou aux 
deux extr6mit£s, d'une r£gion de sequence definie. La region al6atoire peut comprendre par 
exemple de 8 h 50 bases, et la ou les regions definies de 2 a 10 bases. L'acide nuclSique 
aleatoire peut etre un ARN simple-brin, produit par synthese chimique, ou par. amplification 
ou mutagenese k partir de toute matrice biologique, ou par expression d'un ADN 
correspondant L'acide nucl6ique peut egalement etre un ADN, notamment un ADN 
double-brin aleatoire codant un ARN al&itoire. Un tel ADN double-brin aleatoire peut etre 
pr£par6 a partir d'une population d'ADNs simple-biins aleatoires de synthese ou obtenus 
par des techniques d'amplification et/ou de mutagenese, par synthese d'un second brin 
complementaire selon des techniques connues de l'homme du metier. 

Un objet particulier de l'invention reside dans une banque d' acides nucleiques, caracteris6e 
en ce qu'elle comprend une plurality d'especes de retrovirus recombinants, chaque espfcce 
de retrovirus comprenant une cassette d'expression deriv£e d'un gene VA1 d'un adenovirus . 
exprimant un ARN structural aleatoire distinct 

Un autre objet particulier concerne une banque d'acides nucleiques, caracterisee en ce 
qu'elle comprend une pluralite d'especes de retrovirus recombinants, chaque espece de 
retrovirus comprenant une cassette d'expression comprenant un ARN aleatoire distinct sous 
controle d'un promoteur U6. 
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Un autre objet particulier concerne une banque d'acides nucl&ques, caract&is6e en ce 
qu'elle comprend une pluralit6 d'espdces de retrovirus recombinants, chaque espece de 
retrovirus comprenant une cassette d'expression compreriant un ARN alSatoire distinct sous 
controle d'un promoteur tRNA. 

Un objet particulier de Pinvention reside dans une banque d'acides nucleiques, caracterisee 
en ce qu'elle comprend une pluralitd d'ARN aleatoires distincts codes par des cassettes 
d'expression distinctes d&iv<§es d'un gene VA1 d'un adenovirus. 

Un objet particulier de Pinvention reside dans une banque d'acides nucl6iques, caracterisee 
en ce qu'elle comprend une plurality de cassettes d'expression comprenant chacune une 
sequence codant un ARN structural al6atoire distinct place sous le contr61e d'un promoteur 
transcrit par TARN polymerase HI (notamment des cassettes d'expression derivees d'un 
g£ne VA1 d'un adenovirus), chaque ARN structural aleatoire code ayant la capacite in vitro 
delierunecible d'interet. 

Un autre objet particulier de Pinvention reside dans des banques d'acides nucleiques telles 
que definies ci-dessus, dans lesquelles les cassettes d'expression comprennent un promoteur 
VA inductible. 

Un autre objet particulier de Pinvention reside dans des banques d'acides nucleiques telles 
que definies ci-dessus, dans lesquelles les cassettes d'expression comprennent un second 
promoteur transcriptionnel, distinct et plac6 en amont du promoteur VA. 

Selection in Cellulo 

Comme indique, Pinvention concerne, de maniere generate, des proced6s de selection in 
cellulo, a partir de banques d'acides nucleiques al6atoires, d'ARN actifs capables de 
conferer k une cellule un phenotype desir6. 

Les procedfe de Pinvention comprennent, de maniere generate : 
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a) la fourniture d'une banque d'acides nucleiques comprenant une pluralit6 de cassettes 
depression distinctes comprenant chacune une sequence nucl6ique codant un ARN 
aleatoire plac6e sous le controle d'un promoteur transcrit par TARN polymerase III, 

b) la mise en contact de ladite banque ou d'une partie de celle-ci avec une population 
5 de cellules dans des conditions pennettant le transfert d'acide nucleique dans lesdites 

cellules, 

c) la selection d'une ou plusieurs cellules possedant le phenotype desire, et 

d) Identification de la ou des cassettes contenues dans la ou les cellules s&ectionnees, 
ou des ARN actifs qu'elles expriment. 

10 

Dans un premier mode de realisation, la banque mise en ceuvre dans l'etape a) est une 
banque aleatoire g6n6rale, c'est-4-dire comprenant une plurality de sequences totalement 
aleatoires. L'utilisation de ce type de banque est particulierement interessante pour la 
selection d'ARN actifs capables de conf£rer un phenotype desire a une cellule, sans 
15 connaissance a priori de la cible biologique vis£e ou de la voie m&abolique cibl£e. 

Dans un autre mode de realisation, la banque mise en ceuvre dans l'etape a) est une banque 
al6atoire restreinte, c'est-a-dire comprenant une pluralite de sequences dont le caractere 
aleatoire presente un certain niveau de restriction. Ainsi, la banque restreinte peut Stre une 

20 banque dSrivee de la sequence d'un gene cible donne, comprenant une multitude de 
sequences complementaires d'une ou plusieurs regions de ce g&ne. La banque restreinte 
peut 6galement etre une banque aleatoire dans laquelle un ou plusieurs residus, ou un ou 
plusieurs motifs de sequence sont impos£s au sein de la r£gion aleatoire. La banque 
restreinte peut egalement 6tre une banque de mutants al6atoires d'une sequence cible 

25 donnee ou une banque codant des ARN pr£selectionn6s pour une proprietd particuliere. 
L'utilisation de banques aleatoires restreintes est particulierement interessante pour la 
selection d'ARN actifs capables d'alt&er une cible biologique determine ou une voie 
metabolique d6terminee. 

30 Ainsi, dans un mode de realisation particulier, la banque mise en ceuvre dans l'etape a) est 
une banque aleatoire restreinte codant des ARN aleatoires pre-selectionn6s pour une 
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propriety particuliere, par exemple pour leur capacity a lier, in vitro, une cible d'interet (par 
temple une prot6ine, un polypeptide, un peptide, un acide nucleique, une cellule, un lipide, 
etc.) ou pour leur affinity pour cette cible, pour une propriete propre, pour la presence d ! un 
motif structural ou d f une sequence specifique, etc. Dans ce contexte, un objet particulier de 
5 Tinvention concerne un procedS de s61ection, optimisation ou identification d f ARN actifs, 
comprenant: 

la) la preparation d'une banque d'acides nucl6iques comprenant une plurality de 
cassettes d'expression distinctes comprenant une sequence nucl6ique codant un ARN 
al6atoire placSe sous le contr61e d'un promoteur transcrit par l'ARN polymerase in, les 
10 sequences d'ARN al6atoires codees ou les ARNcomplets contenant ces s6quences 
aleatoires ayant &6 pre-selectionnes in vitro pour leur capacity a lier (ou pour leur affinite 
pour) une cible d'interet, 

lb) la mise en contact de cette banque ou d'une partie de cette banque, avec une 
population de cellules dans des conditions pennettant le transfert d'acide nucleique dans 
15 lesdites cellules, 

2) la selection d'une ou plusieurs cellules possedant le phenotype desir£, et 

3) ^identification de la ou des cassette(s) contenue(s) dans la ou lesdites cellules, ou 
de(s) l'ARN(s) actif(s) qu'elles expriment 

20 Les banques peuvent etre produites par toute technique connue de l'homme du metier, 
notamment par synthese, amplification, mutag6nese, etc., ou des combinaisons de ces 
methodes. II peut s'agir d'une banque d'ADN synthetiques ou produits par voie 
recombinante ou gen&ique, a partir de matrices artificielles ou synthetiques, comme des 
banque genomique, d'AKN de sequences obtenues par la methode SELEX, ou par toute 

25 technique de mutag6nese ou devolution dirigee, etc. 

Dans un mode de realisation particulier, la banque d'ADN codant des ARN aleatoires est 
prdpar6e par : 

synthese d'une banque d'ADN simple-brin comprenant une region aleatoire 
30 encadr6e par une ou deux r6gions de sequence definie, 
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synthese d'un deuxi&me brin au moyen d'une ADN polymerase et en presence 
d'une amorce complementaire de la sequence definie du premier brin, ou d'une partie de 
celle-ci, pour produire une banque d' ADN double-brin comprenant une region al6atoire, et 

clonage de la banque d'ADN double-brin dans un vecteur, sous controle du 
promoteur choisi. 

Ce precede peut comprendre une etape supplementaire ^expression et de selection in vitro 
des ARN codes par la banque ayant la capacite d'interagir avec une cible biologique 
d'interet 

Dans un autre mode de realisation particulier, la banque d'ADN codant des ARN aleatoires 
est pr6par6e a partir d'une collection de sequences ARN aleatoires par : 

transcription inverse pour produire une banque d'ADN simple-brin comprenant 
une region aleatoire encadr6e par une ou deux regions de sequence definie, 

synthese d'un deuxieme brin au moyen d'une ADN polymerase et en presence 
d'une amorce complementaire de la sequence definie du premier brin, ou d'une partie de 
celle-ci, pour produire une banque d' ADN double-brin comprenant une region aleatoire, et 

clonage de la banque d'ADN double-brin dans un vecteur, sous controle du 
promoteur choisi. 

Dans un mode de mise en ceuvre pr6fer6, le vecteur est un vecteur viral, notamment 
retroviral. Dans ce cas, le proced6 comprend avantageusement en outre une etape de 
transfection dudit vecteur dans une lign£e cellulaire d'encapsidation, pour produire une 
banque de virus, notamment de retrovirus recombinants. 

Dans un autre mode de realisation particulier, la banque d'ADN code des ARN aleatoires 
pre-selectionnes in vitro (voir Figure 15B). Dans ce mode de realisation, le proc£d£ peut 
comprendre les etapes suivantes: 

- Etape A : la synthese in vitro d'une banque de cassettes d'expression (ADN db) utilisant le 
systeme polymerase HL A cet effet, on peut par exemple introduire la sequence active 
al6atoire a rinterieur d'une cassette ^expression telle que definie precedemment Les 
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cassettes peuvent Stre synth&isees par exemple k partir ^oligonucleotides ADN sb, gr&ce k 
des reactions d'elongation d'amorce et/ou ^amplification par PCR; 

- Etape B : l'expression in vitro de la banque de cassettes ou d ! une partie de celle-ci, 
produisant in vitro une banque d'ARN ateatoires ; 

5 - Etape C : la selection in vitro des ARN pour leur capacite de liaison ou pour leur affinite 
pour une cible donnee; et 

- Etape D : la production d'une banque de cassette ^expression restreinte comprenant des 
cassettes ^expression d'ARN ainsi selectionnSs. 

10 L'expression in vitro de la banque de cassettes peut Stre rSalisee en deux phases, une phase 
de production de cassettes de transcription et une phase de transcription proprement dite. 
Pour cela, une banque de cassettes de transcription in vitro peut etre synth&isee a partir des 
banques de cassettes ^expression, totalement in vitro, en utilisant des oligonucleotides 
ADN sb et par reaction PCR. La matrice ADN db etant constitute par la banque de cassettes 

15 ^expression, Toligonucleotide en 5 ! utilis6 dans la r6action PCR permet d ! q>porter un 
promoteur adapte k la transcription in vitro (ex : SP6, T7, T3,...). La production de la 
banque d f ARN ateatoires peut ensuite Stre effective par transcription in vitro a partir de la 
banque de cassettes de transcription, en utilisant une ARN polymerase adaptee (proteine 
puriftee ou preparation qui contient l'activite requise : SP6, 17, T3, ...). 

20 

La production de la banque de cassette d'expression restreinte peut Stre realisfie de 
differentes fa9ons. D'une mani&re pratique, les ARN actifs s61ectionn6s (ou une partie de 
ceux-ci) sont utilises pour gen6rer les cassettes de transcription correspondantes, par 
exemple par reaction de RT-PCR. Les nouvelles banques de cassettes ainsi obtenues sont 
25 utilisees soit pour effectuer de nouvelles iterations du precede (retour a l'etape B), soit pour 
des tests in cellulo. Les tests in cellulo peuvent concerner quelques cassettes identifies ou 
de fa9on plus globale cette banque de cassette d' expression restreinte peut etre utiliste 
comme materiel de depart de la selection in cellulo (etape lb). 

30 Un objet particulier de Tinvention reside egalement dans un proc6d6 de s61ection d'ARN 
actife, comprenant (i) la synthese in vitro d*une banque de cassettes d'expression (ADN db) 



WO 2004/080378 



PCT/FR2004/000499 



37 

codant pour des ARN aleatoires sous controle d f un promoteur polymerase III, (ii) 
regression in vitro de la banque de cassettes ou d'une partie de celle-ci, produisant in vitro 
une banque d'ARN aleatoires et (iii) la selection in vitro des ARN pour leur capacite de 
liaison ou pour leur affinite pour une cible donnee, Dans une 6tape suppl&nentaire 
facultative, le procede comprend la production d ! une banque de cassettes d'expression 
restreinte comprenant des cassettes d'expression d'ARN ainsi selectionn6s. 

Lors de l'&ape b) du procede de l'invention, la banque (ou une partie de celle-ci) est mise 
en contact avec une population de cellules. Les cellules utilis&s peuvent etre de nature et 
d'origine variees, et choisies en fonction des proprietes recherchees pour TARN actif. Ainsi, 
le procede de Tinvention peut etre mis en ceuvre notamment avec une population de cellules 
comprenant des cellules animates (par exemple de mammifere), d'oiseaux, de poissons, de 
batraciens, de plante, d'insecte, de levure ou bacteriennes. II s'agit de preference de cellules 
de mammiferes, notamment humaines ou d'animaux (rongeurs, bovins, equins, singes, etc.), 
Les cellules peuvent etre des cultures primaires ou des lignees. II peut s'agir de cellules 
pluripotentes embryonnaires ou somatiques, differenciees ou non, proliferatives ou 
quiescentes, etc. On peut citer par exemple des cellules souches, des fibroblastes, des 
hepatocytes, des cellules 6pitheliales, musculaires, renales, nerveuses, cardiaques, ou 
appartenant au lignage hematopoietique (lymphocytes B, T, NK, mastocytes, cellules 
dendritiques, macrophages residants ou circulants, etc), etc. Les cellules utilis6es peuvent 
par ailleurs etre modifiees ou traitees pr6alablement, par exemple pour contenir un systeme 
de gdne rapporteur, un marqueur, etc., ou pour presenter un phenotype pathologique que 
Ton souhaite corriger. 

Le procede de selection est typiquement realise in vitro, dans tout type de support adapts, tel 
que fiole, flasque, plaque multi-puits, etc. A cet effet, afin de pouvoir mesurer pu observer, 
sur chaque cellule, Peffet d'un nombre restreint d'ARN aleatoires de la banque, la banque 
est pr6ferentiellement mise en contact avec la population de cellules dans des conditions 
pennettant le transfert d'un nombre restreint de cassettes par cellule. En effet, la banque 
etant typiquement composee d'un melange de composants distincts, on prdf&re que chaque 
cellule de la population soit modifiee par un nombre restreint de ces composants pour mieux 
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en apprecier les proprietes. De ce fait, il n'est pas n6cessaire que les constituants de la 
banque soient separes les uns des autres, ou que la population de cellules soit repartie en 
supports a plusieurs compartiments, ce qui constitue un avantage important de l'invention. 
A titre indicatif, lorsque la banque est une banque de vims, on pr6f£re incuber les cellules k 
5 une MOI faible, typiquement inferieure h 5, de preference inferieure a 3, 2 ou 1 . 

La mise en contact peut etre realisee en presence d'agents facilitant la transfection, comme 
des polymdres, lipides cationiques, peptides, etc. Lorsque la banque comprend des virus, 
notamment des retrovirus, de tels agents ne sont gen6ralement pas necessaires, compte tenu 
10 del'efficacited'infection. 

Les cellules peuvent Stre cultivees ou consarvees un certain temps apres la mise en contact, 
avant de realiser T6tape c). Cette dur6e peut etre ajustee par rhomme du metier selon le 
phenotype recherche, le type de vecteur, la quantite de cellules, etc. Par ailleurs, 

15 consecutivement k la mise en contact, il est possible de realiser une etape de selection des 
cellules dans lesquelles une ou plusieurs cassettes ont effectivement et6 transferee. Cette 
selection peut etre effectuee par tout moyen connu de l'homme du metier, notamment en 
utilisant un gene marqueur ins6r6 sur le vecteur. En outre, les cellules peuvent egalement 
etre soumises a des traitement ou conditions particulieres, notamment pour reveler le 

20 phenotype d'interet (e.g., ajout d'un substrat, d'un r6actif, lyse des cellules, etc.) 

Le phenotype d'intfret peut etre toute activite, propriety morphologie, etc. H peut s'agir de 
l'expression d'un gene endogene ou exogene, d'un marqueur, de l'expression d'une 
proline de surface, d'une propriet6 de migration, differentiation, croissance, resistance, etc. 

25 Dans un mode de mise en ceuvre particulier, le phenotype desire est choisi parmi une 
capacity ou une incapacite de croissance, d'apoptose, de differentiation, de migration, de 
resistance a un agent toxique, de resistance a un agent infectieux, ou d'action metabolique 
(e.g., la cellule est devenue enable de modifier son environnement metabolique). Dans un 
autre mode de realisation, le phenotype desire est i'activite d'une cible biologique 

30 determinee ou d'une voie metabolique determine^ On peut citer notamment l'expression ou 
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Pactivite d'une proteine, par exemple d'une enzyme (e.g. kinase, protease, etc.), d'un 
facteur de transcription, etc. 

Dans un premier mode de realisation, la population de cellules comprend des cellules 
5 infect£es par un virus et le phenotype desirS est la resistance audit virus. Le virus peut etre 
tout virus connu, comme un virus de Phepatite (B, C, delta...), de la grippe, le VIH, les 
differents herpes, les virus des papillomes, etc. 

Dans un autre mode de realisation, la population de cellules comprend des cellules 
10 tumorales et le phenotype desir6 est la perte de tumorigenicit6. 

Dans un autre mode de realisation, la population de cellules comprend des cellules souches 
embryonnaires non differenciees et le ph&iotype desire est le controle de leur 
differentiation. 

15 

Dans un autre mode de realisation, la population de cellules comprend des cellules capables 
d'agir sur un processus metabolique naturel (par exemple : coagulation sanguine, regulation 
du taux de glucose, de lipides, cholesterol...) et le phenotype d6sir6 est le controle de ce 
processus metabolique. 

20 

Selon une autre variante, la population de cellules comprend des cellules bacteriennes et le 
phenotype d6sir6 est la sensibilite a un agent toxique. 

Dans un autre mode de realisation, la population de cellules comprend des cellules 
25 exprimant une cible biologique d6terminee (e.g. une proteine, un variant d'une proteine, un 
acide nucleique, un lipide, un recepteur, etc.) et le phenotype d6sir6 est la modification de 
Pactivite (y compris de Texpression) de cette cible biologique. 

Les cellules exprimant le phenotype desire peuvent €tre s61ectionnees par Thomme du 
30 metier par toute technique classique de biologie (modification morphologique, sxmde, 
expression d'un marqueur, tri cellulaire, etc.). En outre, lorsque la cassette est inductible, 
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l'activite de TARN peut etre validee directement in cellulo, en comparant les etats induits et 
reprimes (Figure 15 A). Pour cela, les cellules presentant le ph6notype desire sont 
selectionnSes, 6ventuellement amplifi6es, de preference de maniere individuelle, et leur 
phdnotype est analyse en parallele en conditions d f induction et de repression de regression 
5 de la cassette. Cette 6tape supplementaire permet d'identifier les ARN dont l'activite est 
directement impliqu^e dans le ph6notype recherche. 

L'etape d) comprend Identification de la ou des cassettes contenues dans la ou les cellules 
selectionn&s, ou des ARN actifs qu'elles expriment. Ces cassettes ou ARN sont 

10 responsables du phenotype produit et peuvent done Stre utilises pour toute application visant 
& reproduire ce phenotype. La cassette, ou TARN peuvent Stre extraits des cellules et isoles 
par des methodes classiques de biologie mol6culaire (lyse des cellules, amplification ou 
hybridation, etc.). Dans un mode de mise en oeuvre prefere, la sequence de la ou des 
cassettes est determin6e, pour permettre de produire par voie synthetique ou recombinante 

15 le produit correspondant Bien entendu, les propri6t& de la cassette ou de TARN peuvent 
etre confirmees dans tout systeme ou modele biologique approprie. 

Preferentiellement, lorsque la banque utilisee dans l'etape a) est complexe (i.e., comprend 
un nombre elev£ de composants distincts, par exemple sup6rieur k 100), on prefere rep&er 

20 les etapes b) a d) du procede afin de selectionner des agents les plus actifs. Dans ce cas, 
l'ADN des cassettes d'expression des cellules selectionn6es est amplifie pour produire une 
banque restreinte, et les etapes b)-d) du proc6d6 sont rep6tees une fois au moins avec ladite 
banque restreinte. La realisation de plusieurs cycles presente plusieurs avantages : tout 
d'abord, elle permet de partir de banques tibs complexes, utilises sous forme de melange. 

25 De plus, elle permet d'augmenter progressivement I'efficacite des ARN actifs. Par ailleurs, 
elle peut permettre de selectionner des ARN actifs presentant un profil determine, en 
selectionnant les cassettes sur des cellules ou dans des conditions distinctes selon les cycles. 
Ainsi, la repetition de cycles peut permettre de controler la specified d'un ARN actif ou au 
contraire de verifier son efficacite sur plusieurs cibles ou plusieurs types cellulaires. 

30 
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Un objet particulier de l'invention reside dans un proc6d6 de selection d'ARN actifs 
capables de conferer k une cellule un phenotype d6sir£, comprenant : 

a) la fourniture d'une banque d'acides nucl6iques comprenant une pluralite de vecteurs 
comprenant des cassettes d'expression distinctes comprenant chacune une sequence 

5 nucl&que codant un ARN aleatoire plac6e sous le controle d'un promoteur transcrit par 
TARN polymerase HI, 

b) la mise en contact de ladite banque, ou d'une partie de celle-ci, avec une population 
de cellules dm * des conditions permettant le transfert d'acide nucieique dans lesdites 
cellules, 

10 c) la selection de cellules possedant le phenotype desire, 

d) rextraction ou 1' amplification de la sequence de cassettes contenues dans lesdites 
cellules, 

e) le clonage des sequences obtenues en d) dans un vecteur pour g&ierer une banque 
restreinte et, 

15 f) la repetition une fois au moins des etapes b) a d) avec ladite banque restreinte. 

Dans un mode pref£r6, la banque d'acide nucleiques est une banque codant des ARN 
ateatoires pr£-s61ectionnes in vitro, et/ou le vecteur est un virus recombinant, plus 
pr£ferentiellement un retrovirus recombinant 
20 De maniere particuli&rement preferee, le promoteur transcrit par TARN polymerase III est 
un promoteur derive de la sequence d'un g&ne VA d'un adenovirus. 
Dans un mode specifique, la population de cellules comprend des cellules de mammifere. 

Un mode de realisation plus particulier de l'invention comprend : 
25 a) la fourniture d'une banque d'acides nucleiques comprenant une pluralite d'especes 
de retrovirus recombinants, chaque esp£ce de retrovirus comprenant une cassette 
d'expression derivee d'un gene VA d'un adenovirus exprimant un ARN structural aleatoire 
distinct, 

b) la mise en contact de ladite banque ou d'une partie de celle-ci avec une population 
30 de cellules de mammiferes dans des conditions permettant Pinfection desdites cellules par 
lesdits retrovirus recombinants, 
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c) la selection des cellules poss6dant le phSnotype d6sir6, 

d) 1' extraction ou 1'amplification de la sequence de cassettes contenues dans lesdites 
cellules, 

e) le clonage des sequences obtenues en d) dans un vecteur pour gen6rer une banque 
5 restreinte et, 

f) la repetition une fois au moins des etapes b) k d) avec ladite banque restreinte. 

Un autre objet particulier de Pinvention reside dans un procede de s61ection d'ARN actifs 
sur une cible biologique d6terminee, comprenant : 
10 a) la fourniture d'une banque d'acides nucleiques comprenant une pluralite de vecteurs 
comprenant des cassettes d'expression distinctes comprenant chacune une s6quence 
nucl6ique codant un ARN contraint (ou predefini) pour agir sur ladite cible determine, 
placee sous le contrdle d'un promoteur transcrit par TARN polymerase III, 

b) la mise en contact de ladite banque, ou d'une partie de celle-ci, avec une population 
15 de cellules exprimant ou contenant la cible biologique, dans des conditions permettant le 

transfert d'acide nucleique dans lesdites cellules, 

c) la s61ection de cellules possedant le phenotype desire, 

d) Pextraction ou ^amplification de la sequence de cassettes contenues dans lesdites 
cellules et, de maniere facultative, 

20 e) le clonage des sequences obtenues en d) dans un vecteur pour g6n6rer une banque 
restreinte et, 

f) la repetition une fois au moins des etapes b) a d) avec ladite banque restreinte. 

La sequence des ARN codes peut-etre d&ivSe de la sequence de la cible biologique 
25 (notamment dans le cas des antisens, ARM (siARN, miARN ou leurs precurseurs), 
ribozymes) ou bien etre pre-selectionn6e pour interagir de maniere structurale avec la cible 
biologique (notamment dans le cas des aptameres). . 
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A pplications pour la recherche en biotechnologie 

Les ARN actifs identifies, les sequences actives identifies ou les cassettes depression de 
ces ARN actifs peuvent etre utilises comme des outils moleculaires capables d'agir dans la 
cellule pour interferer (inhibition, activation) avec une activity biologique ou Fexpression 
d'un ph6notype determine (« target identification »). A ce titre, ils constituent des produits 
utiles pour 6tudier un processus cellulaire et identifier de nouvelles cibles ou pour explorer 
la fonction d'un gene dans le cas ou la cible est connue (« target validation »). Leur action 
dans une cellule peut permettre de modifier la cellule de fa?on a ce que ladite cellule soit 
dotee de proprietes nouvelles. La cellule ainsi modifiSe peut alors etre consideree comme un 
nouvel outil en biotechnologie utilisable k des fins de recherche ou pour des applications 
therapeutiques. 

Applications pharmaceutiques. 

Les ARN actifs identifies et, plus generalement, les cassettes d'expression identifies, sont 
utilisables directement comme produits pharmaceutiques- Dans le contexte de Finvention, le 
terme « pharmaceutique » inclut toute utilisation dans le domaine medical, th6rapeutique, 
preventif ou curatif, v&erinaire, agronomique, diagnostique, cosmetique, etc. 

Ainsi, un aspect de l'invention concerne une composition pharmaceutique comprenant une 
cassette d'expression, un vecteur ou une cellule tels que definis ci-avant, et un vehicule ou 
excipient acceptable sur le plan pharmaceutique. 

Un autre aspect de Finvention concerne une composition pharmaceutique, caracterisee en ce 
qu'elle comprend un ARN actif, ledit ARN actif comprenant une sequence active ins6r6e 
dans un ARN VA modifie, ledit ARN VA modifie comprenant eventuellement une h61ice 
tenninale alteree et/ou une sequence conferant un caractere inductible. 

L'invention concerne encore des precedes de production de compositions pharmaceutiques, 
comprenant (i) le criblage d'une banque d'ARN aleatoires comme decrit ci-avant, 
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permettant d'obtenir une cassette d 5 expression d'un ARN actif et (ii) le conditionnement de 
la cassette d'expression ou de la s6quence ARN active dans tout excipient ou v£hicule 
acceptable sur le plan pharmaceutique. 

5 Dans un mode de mise en oeuvre particulier, 1'invention concerne un procede de production 
d'une composition pharmaceutique pour le traitement d'une infection par un agent 
pathogene chez un patient humain, comprenant (i) le criblage d'une banque d'ARN 
aleatoires comme d6crit ci-avant, la population de cellules utilises etant infectSe par l'agent 
pathogene et les ARN selectionn6s pour leur capacit6 a r6duire ou bloquer le cycle 

10 infectieux, permettant d'obtenir une cassette d'expression d'un ARN actif et (ii) le 
. conditionnement de la cassette d'expression ou de la s6quence ARN active dans tout 
excipient ou vehicule acceptable sur le plan pharmaceutique. 

L'invention concerne aussi l'utilisation d'un ARN actif, d'une cassette d'expression, d'un 
15 vecteur ou d'une cellule recombinante tels que d6finis ci-avant, pour la preparation d'un 
medicament destine h la mise en ceuvre d'une methode de traitement th6rapeutique du corps 
humain. Selon les proprietes de l'ARN actif, le medicament peut etre utilise pour le 
traitement de cancers, infections, maladies neurodegeneratives, etc. 

20 L'invention concerne encore une methode de traitement d'un patient, comprenant 
Padmimstration d'une quantit6 efficace d'un ARN actif, d'une sequence active, d'une 
cassette d'expression, d'un vecteur ou d'une cellule recombinante tels que d6finis ci-avant k 
un patient L'administration peut etre realisee par differentes voies, notamment par voie iv, 
ip, im, sc, locale ou generate, notamment intra-tumorale ou systemique. 

25 

D'autres aspects et avantages de la pr6sente invention apparaitront k la lecture des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consid6r6s comme illustratifs et non limitatifs. 



30 
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EXEMPLES 

oA. CONSTRUCTION BES CASSETTES B'EXPKE'SSION 

5 U CASSETTES DERWEES DU GENE VA1 PES ADENOVIRUS. 

Cet exemple d&rit la construction de cassettes permettant l'expression et la diffusion 
intracellulaire (en cellules de mammifdres) de motifs d'ARN actifs (ARN structuraux = 
aptameres, antisens, ribozymes, ARNi (siARN ou miARN) ou motifs actifs). 
10 La base de ces cassettes est le gene viral VA1 RNA de l'adenovirus de type 2. Ce gene est 
efficacement transcrit par l'ARN polym6rase III cellulaire. L'ARN produit est tres structure, 
sa taille est de 160 bases. La localisation cellulaire de cet ARN est cytoplasmique. 

Afin d'61iminer la partie physiologiquement active de. l'ARN VA1, la boucle IV (qui 
15 interagit avec la proteine kinase p68) a ete supprimee dans cette construction et le site de 
restriction EcoRV a et6 insere : construction VAAIV (Barcellini et al., 1998) et (Gwizdek et 
al., 2001). 

L'ARN VAAIV a une taille de 134 bases, il est riche en structures secondaires (figure 4) et a 
une localisation cytoplasmique (Barcellini et al., 1998) (Gwizdek et al., 2001). Sa sequence 
20 est repr6sent6e par la sequence SEQ ED NO : 2. 

A-l-a. Modification de la cassette VAAIV : Cassette VAAIV (cytoplasmique^ e t nVAAIV 
(nucleaire). 

25 

Cassette VAAIVSrf: 

Cet exemple d6crit la construction de cassettes permettant l'expression des motifs actifs 
integres dans l'ARN VAATV, et dont la localisation soit principalement cytoplasmique. 
30 Dans le domaine central du gene VA1, au niveau de la deletion de la boucle IV, le site de 
clonage Srfl, plus adapte, a ete introduit en remplacement du site EcoRV. 
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La cassette VAAIVSrf a 6t6 generSe en insurant le site Srfl sous la forme d'un 
octanucleotide ADN double brin (5'GCCCGGGC3') k l'int&ieur du site de restriction 
EcoRV (position 90-96 dans le VAMV). L'ARN transcrit possede 142 bases (figure 5) et 
5 une localisation cytoplasmique (figure 2Q, SEQ ID NO : 3. Cet ARN permet l'expression 
optimisee de sequences ARN actives (figure 2B). 

Cassette nVAMVSrf : 

10 Cet exemple d&rit la construction de cassettes permettant d'exprimer des s6quences d'ARN 
actives integrSes dans TARN VAAIVSrf, et dont la localisation reste nucl&rire. 
Dans TARN VA1 natif, la structure en double helice coritenant les extr&nites 5' et 3* est la 
s6quence responsable du transport de cet ARN du noyau vers le cytoplasme. Cette structure 
est appellee l'helice terminale (Gwizdek et al., 2001). EUe a 6t6 cartographic : bases 1 a 20 

15 et bases 136 a 155. Si la structure en double helice est perturbee, TARN est retenu dans le 
cytoplasme. La partie 3' du g£ne VAAIV a ainsi ete modiftee afin de creer une rupture dans 
la double helice terminale de TARN selon l'approche proposSe dans Gwizdek et al., 2001. 
Pour cela, les sequences 5' du gene VAAIV ont ete modifiees a partir du nucleotide 93 et 
remplacees par la sequence ADN double brin suivante (SEQ ID NO : 5) : 

20 

5 ' GCCCGGGCA TCC AGGTGTGCGACGTC AATAAACGGGGGAGCGCCC ITTT3 * . 

On peut noter que le site de restriction Srfl, en italique et soulignS, est directement int6gr6 
dans cette sequence (figure 6A). L'ARN transcrit dont les caracteristiques sont presentees 
25 dans la figure 6B possSde 141 bases et une structure secondaire proche de celle de TARN 
VA1, sa localisation est nucleaire (figure 6C), SEQ ID NO : 4. 
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A-l-b. InductibilitS de la cassette VAAIV : Cassette VAi frytonlafmiioue^ et nVAi 
(nucleaireV 

Cassettes VAi : 

5 

Cet exemple decrit la construction de cassettes permettant d'exprimer des motifs actife 
int6gr6s dans une cassette d'expression inductible par la tetracycline. 
Premierement, le g£ne VAAIV a 6t6 modifte afin d'integrer une sequence opfratrice tetOl 
entre les Boite A et B du gene VA et/ou en amont du site d'initiation de la transcription de 

10 ce gene (figure 7). La sequence tetOl remplace done les sequences natives du gSne VA soit 
entre les boite A et B (position 24 k 59 dans le gdne VAiO) soit en amont des sequences 
transcrites (position - 29 k - 50 dans le genes OVAi), soit au niveau des deux positions 
(extragenique et intrag&iique : gene OVAiO). Deuxi&nement, dans le domaine central de ce 
nouveau gene VA se trouve le site de clonage SrfL Et troisiemement, dans le but de.recreer 

15 une structure secondare proche de celle de l'ARN VA natif, des s6quences partiellement 
complementaires k la sequence tetOl remplacent les sequences centrales du gene (VAiO et 
OVAiO). Afin d'obtenir un ARN VAi cytoplasmique tout est fait pour conserver l'h61ice 
terminale responsable du transport de l'ARN vers le cytoplasme. La sequence complete des 
genes OVAi (SEQ ID NO: 16), OVAiO (SEQ IDNO : 17) et VAiO (SEQ ID NO : 15)est 

20 indiqu6e dans la figure 7 A. 

Les cassettes VAi sont obtenues de maniere synthetique en utilisant 4 oligonucleotides 
d' ADN simple brin. Les deux premiers oligonucleotides d'ADN simple brin VAi up et VAi 
down (SEQ ID NOs : 18 et 19, figure 7B) sont utilises pour genSrer la totalite des sequences 

25 transcrites du neog£ne VAi ainsi qu'une partie des sequences adjacentes en 5' et en 3'. 
Grace a une sequence de 20 bases complementaires ces oligonucleotides sont hybrid6s puis 
utilises pour generer un ADN double brin en presence de l'ADN polymerase fragment de 
Kleenow. Les deux oligonucleotides externes VAi PvuII 5' (SEQ ID NO : 20) et VAi PvuH 
3 9 (SEQ ID NO : 22) (figure 7B) sont utilises pour ajouter les sequences amont et aval du 

30 g£ne VA grace a une reaction de POEL Les deux sites de restriction PvuH places aux deux 
extremity 5' et 3' du gene VAiO permettent de le doner dans un veteur ADN quelconque. 
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De meme, les deux oligonucleotides VAi02PvuII 5' et VAiPvuH 3' sont utilises pour 
ajouter la sequence tetOl en amont du gene VAAXVSrf ou du gene VaiO afin de g6n6rer 
respectivement les genes OVAi et OVAiO. 

5 L'ARN transcrit VAiO possede 142 bases, sa structure secondaire est pr6sent6e en figure 8, 
Cassette nVAi : 

Cet exemple dScrit la construction de cassettes permettant d'exprimer des motifs actifs 
10 integres dans une cassette d' expression inductible par la tetracycline. La localisation de ce 
motif doit etre principalement nucl6aire. Le principe de la retention de cet ARN dans le 
noyau est le meme que pour la cassette d* expression nVAATVSrf (voir ci-dessus). 
La partie 3' des differents genes VAi est done modifiee de la meme fa?on que pour le gdne 
nVAAIVSrf afin de creer une rupture dans la double helice terminale de 1' ARN. 

15 

A-2. CASSETTES DERIVEES DU GENE HUMAIN hU6 

La sequence promotrice du gene U6 humain est en position extragenique. L'ARN gen6r6 
20 correspond done aux sequences que Ton a choisi de doner en aval du promoteur (a partir du 
point +1 de transcription). Ce type de promoteur permet done d'exprimer des ARN 
enti&ement synthetiques par opposition au systeme VA qui impose de conserver des 
s6quences promotrices positionn6es au sein des sequences transcrites. 

25 Cet exemple dScrit plusieurs modiifications du gene U6+1 (d6crit initialement par (Bertrand 
et al., 1997)). Ces modifications permettent de faciliter le clonage des sequences actives, de 
maitriser les sequences transcrites des le point +1 de transcription, de stabiliser les 
sequences actives et de maitriser la localisation intracellulaire de ces sequences. 
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Les sequences promotrices utilises dans les cassettes vont de 1 k 266. Au niveau du site +1 
de transcription (nu.266), un site de clonage k bouts collants a 6t6 plac6 : Sail 
(5'GTCGAC3') (Bertrand et al., 1997). 

5 A-2-a. Cassettes h£lice U6 (TJ6h9. U6h20 et nU6h20^ 

Les AKN transcrits par ces cassettes ont une localisation nucleaire ou cytoplasmique, en 
fonction des constructions. L'objectif de ces cassettes est l'expression intracellulaire de 
motifs d'ARN structuraux. 

10 

Une sequence servant de base structurale pour TARN k insurer est placee en aval du 
promoteur U6. Elle contient : une sequence capable de gen£rer une courte helice ARN (plus 
ou moins stable et plus ou moins longue), un site de clonage bord franc (Srfl : 
5'GCCCGGGC3') ainsi que le signal d' arret de transcription TTTTT. 

15 

Dans les cellules de mammiferes, raccumulation d'ARN double brin (d'une longueur 
. superieure a 40 nucleotides environ) d6clenche la production d'interferon et la mort des 
cellules par apoptose. Cependant il est n6cessaire que la navette ARN qui supporte le motif 
actif possede une structure propre et stable en forme d'h^lice. Cet exemple d6crit la 

20 construction de trois types de navette derivees de U6 : lorsque le motif actif est lui meme 
structure sous la forme d'une helice, nous utilisons une cassette possedant un court motif 
navette (helice 9 : h9U6), lorsque le motif actif n'est pas structure en helice ou tres court, 
nous utilisons une cassette permettant l'expression d'une navette form6 par l'appaiiement 
d'une vingtaine de nucleotides (helice 20 h20U6). h20U6 permet egalement de modifier la 

25 tige terminale de la navette motif d'export et de generer une navette k localisation nucleaire 
(nh20U6). 

Differents fragments d'ADN double brin sont inseres a l*int6rieur du site de restriction Sail 
grace a des extremites Sail compatibles. 

30 
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h9U6:(SEQIDNO:6) 

5' TCGAGCCCGGGCTCGACTTTTTC 3' 

3' CGGGCCCGAGCTGAAAAAGAGCT 5' 
Sequence transcrite du gene h9U6 : (SEQ ID NO : 7) 
GTCGAGCCCGGGCTCGACTTTTT 

h20U6: (SEQ ID NO: 8) 

5' TCGAGGATATCGACTGCCCGGGCAGTCGATATCCTCGACTTTTTC 3' 

3' CCTATAGCTGACGGGCCCGTCAGCTATAGGAGCTGAAAAAGAGCT 5' 
Sequence transcrite du gene h9U20 : (SEQ ID NO : 9) 

GTCGAGGATATCGACTGCCCGGGCAGTCGATATCCTCGACTTTTT 

nh20U6 : 

(SEQ ID NO: 10) . 

5' TCGAGGATATCGACTGCCCGGGCAGAGATAAGGTCGACTTTTTC 3' 

3'CCTATAGCTGACGGGCCCGTCTCTATTCCAGCTGAAAAAGAGCT5' 

L'ARN correspondant k une structure en h61ice sur 18 bases, avec une interruption d'helice 

sur 6 bases. Sa sequence est indiquee ci-dessous (SEQ ID NO : 1 1) 

GTCGAGGATATCGACTGCCCGGGCAGAGATAAGGTCGACTTTTT 

La structure secondaire des helice U6 est presentee dans la figure 9. 

A-2-b. Cassette U6 Srf 

L'objectif de cette cassette est d'exprimer des ARN dont la sequence est choisie des le point 
+1 de transcription. 

Dans cette cassette, le site de restriction a extremites cohesives Sal I est remplac6 par le site 
de restriction a bords francs SrfL 

Pour cela, le promoteur U6 est modifi6 par reaction PCR avec pour matrice la cassette U6 
decrite precedemment Dans cette reaction, 1' amorce 5' est une sequence plasmidique situee 
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en amont du promoteur et Pamorce 3' pennet de modifier les sequences a proximite du site 
+1 de transcription : 

5 ^TGGGCC ATGGG TGCCCGGGCT TTCGTCCTTTCC ACAAG3 ' (SEQ ID NO:12). 
Dans cet oligo, la sequence Srf I GCCCGGGC remplace la sequence CACCGTCG presente 
5 dans le g&ie d'origine (Bertrand et al., 1997) (5' CACCGTCG 3' de la cassette d'origine a 
ete chang6e par le site Srfl 5' GCC CGGGC 3' (les sequences soulign6es repr&entent le 
d£but des sequences transcrites). 

La taille de TARN transcrit est fonction de la s6quence clon6e en aval du promoteur, h. 
io Pinterieur du site SrfL De meme, la localisation cellulaire de l'ARN transcrit est fonction de 
la sequence de ce dernier. 

A-2-c. Cassette U6Tt 

15 L'Objectif de cette cassette est d'exprimer des sequences d'ARN actif (aptamere, antisens, 
ribozyme, ARM : siARN ou miARN) qui ne soient pas d6grad6s par les RNAses cellulaires. 

En aval du promoteur U6, k Tinterieur du dite de restriction Sail, est clonee une sequence 
appelee tige terminale. Elle g£nere une structure en 6pingle h cheveux a I'extr6mit6 3' de 
20 TARN, Svitant ainsi la degradation par les RNAses, En amont de cette tige terminale se 
trouve la sequence GTCGAC qui reconstitue un site de restriction Sail, afin de representor 
le site de clonage des sequences antisens. En aval de la tige terminale se trouve le signal 
d'arrSt de transcription de la polym6rase HI : TTTTT. 

25 Sequence de la tige terminale (SEQ ID NO : 1 3) 

5' GCGGACT TCC KjTCCGCT TTTT 3' 

Les sequences souligndes forment Fhelice ARN 

La sequence transcrite dans cette cassette est (SEQ ID NO : 14) 

5' G//TCGACCCATGCTAGAGCGGACTTCGGTCCGCTTm 
30 // represente le site d'insertion Sail pour les sequences actives. 

Les sequences en gras represented la tige terminale. 
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A-3. CASSETTES HYBRIDES U6/VA 

5 Cet exemple illustre la construction d'un gene hybride utilisable en particulier dans les 
lign6es murines. En effet, le gene VA1, ainsi que les cassettes depression d<§riv6es de ce 
gdne, ne s'exprime pas dans les lignees murines. Pour pallier ce manque d'expression, le 
promoteur du g£ne U6 murin est utilise pour transcrire les cassettes d'expression deriv£es 
dugeneVAL 

10 

La construction mU6/VAiO a 6t6 effectu6e en deux etapes : la premiere a consist^ a insurer 
le promoteur U6 du g£ne murin (mU6) dans le vecteur retroviral pBabe et la deuxieme a 
consiste a ins6rer le gene VAiO en aval du promoteur mU6. 

15 £tape N°l : Clonage de mU6 dans pBabe (Figure 14) 

Le gene U6 murin a ete copi6 par reaction de polymerisation en chaine grace aux amorces 
mU6 amont et mU6 aval. En 3' de Pamorce mU6 aval, 4bases supplementaires ont £te 
ajoutees afin d'integrer un site de restriction. Le site de restriction choisi est le site Pme I de 
sequence GTTTAAAC. Ce site de restriction presente deux avantages : il pennet i) de 

20 conserver intactes les dernieres bases du promoteur U6 murin (GUT) et ii) d'infoSgrer un 
site de coupure bord franc utilisable dans Petape N°2 (insertion du gene VAiO). La reaction 
de polymerisation en chaine a £t6 effectuee avec pour matrice de PADN genomique extrait 
de cellules murines. Le produit de reaction a et6 purifie puis insere dans le vecteur retroviral 
pBabe au niveau du site de restriction Nhel (figure 10) pour generer le plasmide pBabe 

25 mU6. 

Etape N°2 : Clonage de mU6 dans pBabe mU6 (Figure 14) 

Le gene VAiO, obtenu par reaction de polymerisation en chaine, a et6 clone dans le 
plasmide pBabe mU6 au niveau du site de restriction Pmel precedemment introduit. Les 
30 oligonucleotides utilises pour Pobtention du gene VAiO sont VAiO 5' et VAiO End Nhel, 
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un site de restriction Nhe I etant introduit en 3' de l'amorce VaiO End Nhel. La matrice 
d' ADN utilis6e 6tait le plasmide pBabe VaiO. 

B. CLONAGE BES CASSETTES D'EXPRESSION DANS UN VECTEUR 
B-l . VECTEUR RETROVIRAL p Babe 

Le vecteur retroviral choisi est le vecteur pBabe (Morgenstern and Land, 1990). Le site 
d'insertion choisi est le site Nhel qui est localise dans le LTR 3' (figure 10). Ce site 
d'insertion pr6sente plusieurs avantages : 

- Au cours du cycle viral, le LTR 3' est celui qui est copi6 pour genfrer les deux nouveaux 
LTR du provirus integrS. H est done responsable de Tactivit6 du promoteur viral en situation 
d'integration dans l'ADN cellulaire. Le fait d'integrer une sequence exogene a l'int&ieur de 
ce LTR ne perturbe pas la production des virus recombinants par les cellules 
d'encapsidation, mais peimet d'inactiver le promoteur viral en situation integr6e dans les 
cellules transduites. L'int6gration de telles sequences dans un genome cellulaire n'entraine 
done pas Tactivation des genes situes en aval de l'insertion. Ce type de construction est 
particulierement avantageux dans Toptique d'une utilisation pour des projets de therapie 
g&iique ou cellulaire. 

- Une des consequences de la duplication du LTR 3' est aussi la duplication de la sequence 
inser6e dans ce LTR. II y a done deux copies des cassettes d' expression par integration. 

Les cassettes construites sont ainsi transferees dans le vecteur pBabe .au niveau du site 
d'insertion Nhel (k l'int6rieur du LTR 3'). 

B-2. AUTRES VECTEURS 

Tout autre vecteur ou moyen permettant de faire penetrer les cassettes d'expression dans la 
cellule est 6galement envisage : transfection, transduction ou autre. De plus, toute 
vectorisation ayant pour but de faire p6netrer dans la cellule non pas la cassette 
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d' expression, mais TARN actif est aussi envisagSe. En particulier, tous les vecteurs et 
proc6d6s facilitant Pintroduction d'ARN dans les cellules seront utilises. 

5 C. PRODUCTION BE BANQUES ©'EXPRESSION B'AKN ALEATOIRES 

Une banque d'expression d'ARN al&itoires a et6 gen6r6e k partir de fragments d'ADN 
simple brin ayant une taille de 42 bases. Ces fragments se d£composent en trois parties : de 
5 ' vers 3' on trouve une sequence connue de 8 bases (runA), puis une sequence al£atoire de 

10 26 bases (synth&isee chimiquement de mani&re parfaitement aleatoire par un automate de 
synth&e d'ADN), pour finir, une deuxieme sequence connue de 8 bases (runB). Les 
sequences runA et runB sont compl&nentaires. Dans un exemple specifique, les fragments 
d'ADN simple-brin presentent la sequence 5' ATGAACGC (N)26 GCGTTCAT 3', dans 
laquelle N represente toute base (A, T, G ou C). La partie aleatoire contient done 26 

1 5 positions variables. 

Un oligonucleotide amorce compl&nentaire a runB a 6t6 utilise comme amorce pour TARN 
polymerase de Kleenow, qui synthase le brin d'ADN complementaire a la totalite de la 
s6quence. Dans le cas de Fexemple specifique, l'amorce complementaire a runB presente la 
20 sequence 5' ATGAACGC 3\ 

A Tissue de cette etape de synthase, on obtient une population d'ADN double brin 
presentant des extremites franches appelee « banque de sequences aleatoires». 

25 5 - ATGAACGC (N) 26 GCGTTCAT' 3 'I ADN'double brin : «banque de sequences aleatoires» 

3' -TACTTGCG (N) 26 CGCAAGTA -5'\ 

Cette banque de sequences ateatoires est ensuite clonee dans une cassette d'expression telle 
que decrite dans les exemples A et B ci-dessus. Selon le type d'expression recherch6 et/ou 
30 les besoins, les sequences al6atoires peuvent etre inserts dans les deux types de cassettes 
derivees de VA1 ou U6. Pour cela les plasmides ou vecteurs viraux (par exemple, pBabe 
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dans le cas des vecteurs r£troviraux) contenant les cassettes d' expression sont digSres par 
1' enzyme de restriction Srfl puis purifi6s. La banque de sequences al6atoire (ADN double 
brin a bords francs) est clon6e grace a une ligation competitive, en presence de l'enzyme de 
restriction Srfl. Statistiquement, chaque vecteur integre done un fragment d'ADN double 
5 brin contenant une sequence al6atoire diffSrente. La population h6terogene des plasmides ou 
vecteurs obtenus apres insertion des sequences aleatoires est appelee «banque de plasmides 
aleatoires ou banque de vecteurs al6atoires». Ces banques constituent des banques 
d'expression d'ARN aleatoires, au sens de Finvention, utilisables directement pour la 
selection in cellulo d'ARN actifc. 

10 

D. PRODUCTION D'UNE BANQUE DE RETROVIRUS ALEATOIRES 

Dans un mode de mise en oeuvre prefere, la banque d'expression utilisee est une banque 
15 d'expression virale, notamment retroviral Une telle banque peut etre construite k partir 
d'une banque de vecteurs viraux aleatoires, comme d6crit ci-apres. 

La banque de vecteure aleatoires est introduite dans les cellules d'une lignee 
d'encapsidation (ici la lign6e 293GP (Bums et al., 1993)) par transection au phosphate de 

20 calcium. La banque est simultanement transferee avec un vecteur d' expression codant la 
glycoprotein G d'enveloppe du virus de la stomatite v&iculeuse (VSV-G). Cette proline 
est reputee Store tres efficace pour la fonctionnalite (stabilite, infectivite) des virus 
retroviraux produits apres transfection. Quelques jours apr£s la transfection, les cellules 
produisent des retrovirus pBabe recombinants. La «Banque de virus aleatoire» est alors 

25 prelev^e, purifiee et concentre. Son titre infectieuxou MOI (nombre de particules 
r^trovirales recombinantes infectieuses par millilitre) peut alors etre determine suivant les 
m6thodes connues par l'homme de metier. 
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E. SELECTION IN CELLULO 

Les banques d'expression dScrites dans les exemples C et D peuvent etre utilises pour la 
s61ection in cellulo d'ARN actifs. Ainsi par exemple, avec la «Banque de virus aleatoires», 
il est possible de transferer les cassettes ^expression d'ARN aleatoires dans les cellules k 
6tudier. L'objectif est d'obtenir une banque de cellules aleatoires dans laquelle chaque 
cellule exprime un, ou plusieurs, AKN al6atoire(s) different(s). Les cellules utilisees 
peuvent etre celles d'une lignee de r&Srence, comme par exemple les cellules 293 (ATCC 
N° CRL 1573), les cellules Jurkat A3 (ATCC N° CRL-2570) ou les cellules HELA (ATCC 
N° CCL 2).Dans une autre situation, les cellules k infecter ont une nature particulidre dans 
le sens qu'elles pr&entent une activit6 specifique sur laquelle on veut agir (croissance, 
differenciation, infection...). Dans tous les cas, on obtient une «banque de cellules 
aleatoiresqui peut etre conserv6e et perpetuSe a l'infini pour 6tre utilis6e dans differentes 
applications. 

La «banque de virus aleatoires» pennet de transduire les cellules d'une lignee quelconque 
ainsi que des cellules en culture primaire. Pour construire une «Banque de cellules 
aleatoires, standard ou specifique», le principe est d'obtenir un maximum de cellules 
transduites ayant int6gr6 chacune d'elle un nombre minimum de cassettes d' expression. 
L'objectif etant de se rapprocher de la valeur d'une seule sequence aleatoire int6gree par 
genome cellulaire. L'infection des cellules se fait ainsi en utilisant un surnageant viral ayant 
une MOI inferieure k 1. La selection des cellules transduites s'effectue grace a la presence 
du g£ne de resistance k la puromycine dans les retrovirus pBabe recombinants. Apres action 
de Tagent de selection, la population de cellules obtenue est done constituee par toutes les 
cellules ayant re?u une ou plusieurs copies du genome retroviral et contenant done une ou 
plusieurs copies de cassette d'expression pol HI codant chacune un ARN aleatoire different. 

Les cellules de la banque sont disponibles pour une premiere serie de tests. La cible sur 
laquelle nous souhaitons agir grace a TARN actif peut gtre connue (une proteine, un ARN, 
un ADN...) ou peut repr6senter une activite enzymatique, une voie m&abolique, un 
processus de proliferation ou de differenciation, une resistance a une drogue ou k un agent 
pathogene, etc. 
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Le test de selection doit etre adapts a chaque cas. Dans un mode pref&6 de Pinvention, au 
sein de la banque de cellules aleatoires la selection des cellules contenant un ARN agissant 
sur la cible est r6alisee grSce k la s61ection positive des cellules ayant acquis le ph6notype 
requis et presentant un avantage s61ectif. Dans un premier exemple, la selection d'un ARN 

5 actif contre un agent infectieux, tel qu'un virus cytopathogene (HIV), est realisee grace k la 
selection positive des cellules devenues resistantes k la multiplication de ce virus. Dans un 
autre exemple, la selection d'un ARN actif capable de proteger les cellules contre un 
processus de mort cellulaire programmSe (apoptose) est realisee au travers de la selection 
des cellules devenues resistantes a Pajout d'un signal declenchant Papoptose. La selection 

10 positive des cellules d'interets peut egalement comprendre une selection directe des cellules 
par observation directe (surprolif&ation, changement de statut morphologique, 
differentiation alt6r£e, expression d'un marqueur membranaire fluorescent. . .). Les colonies 
de cellules d'int6rets sont pr61evees par microdissection k Paide d'un automate permettant la 
microdissection au laser des groupes de cellules d'interets (Simone.et al., 1998) ou bien 

15 grace k un tri positif base sur la s61ection des cellules d'interets marquees avec des 
anticorps. Apres ce premier «tour de selection », les cellules contenant potentiellement un 
ARN actif sont isolees : elles constituent la premiere generation de cellules sflectionnees. 
A ce stade, les cellules selectionnees peuvent etre amplifiees naturellement grace a leur 
proliferation. Apres une croissance suflBsante, les cellules peuvent etre clonees dans le cas 

20 oil elles apparaissent sous forme de clones independants comprenant chacun plusieurs 
milliers de cellules. Alternativement, les cellules peuvent 6tre globalement reunies pour 
former un population de cellules du premier tour. Dans tous les cas, les cellules peuvent Stre 
conserv&s grSce k une congelation. 

Cette premiere generation de cellules selectionnees (population pu clones independants) est 
25 directement utilisable pour effectuer un deuxieme tour de selection puis, plusieurs tours de 
selection selon un mode it&atif, avec la possibility de faire varier les parametres de 
s61ection. 

Dans certains cas, le mode de s61ection et/ou le mode d' analyse des cellules selectionnees 
peut necessiter de travailler sur des cellules mortes car fixees par un agent fixateur comme 
30 par exemple le formaldehyde. C'est notamment le cas ou le mode de selection impose un 
marquage des cellules k Paide d'anticorps. Dans ce cas, Pamplification naturelle des 
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cellules par croissance n'est pas possible et une etape suppl£mentaire d' amplification par 
PCR des cassettes contenant TARN actif est realis£e pour effectuer un deuxieme tour de 
selection. 

L' ADN g£nomique des cellules issues du premier « tour de selection » est extrait et purifie. 
5 A partir de cet ADN, les techniques de biologie mol£culaire permettent d'amplifier 
specifiquement par PCR les sequences d'ADN correspondant aux cassettes d'expression 
d'ARN al6atoires contenues dans les cellules s£lectionn£es. On obtient ainsi une premiere 
generation de cassettes d'expression contenant des sequences potentiellement actives sur la 
cible. Cette premiere generation est dite « banque restreinte de cassettes du premier tour ». 

10 

F. SELECTION DES CASSETTES ACTIVES SUIVANT UN PROCEDE ITERATIF 

La banque restreinte de cassettes du premier tour est traitee de la meme maniere que la 

15 banque al6atoire de depart . EUe est clon£e dans le vecteur retroviral pBabe au niveau du 
LTR 3\ Apr£s cette nouvelle etape de clonage, on obtient une premiere banque restreinte de 
vecteurs viraux. Les formes infectieuses de ces vecteurs viraux sont obtenues k Tidentique 
que precedemment par transfection des cellules d'encapsidation pour aboutir a une premiere 
banque restreinte de retrovirus, utilisSe pour infecter, a son tour, le type cellulaire 6tudie. La 

20 MOI est a nouveau ajustee pour etre inferieure k 1 copie de virus par cellule. Les cellules 
ainsi transduites sont a nouveau selectionnees suivant les memes regies que celles qui 
regissent la selection du premier tour, ou suivant d'autres param£tres. On aboutit ainsi k 
l'etablissement d'une banque restreinte de cassettes du second tour. Ce deuxi&me tour de 
selection permet d' enrichir la banque restreinte du premier tour en sequences actives. 

25 La succession iterative des tours bas6s sur le principe d'une selection pour le phenotype 
desire permet d'enrichir, k chaque tour, la banque restreinte en sequence de cassettes 
actives. Lorsque le ph6notype desir6 semble etre enfin stabilise, c'est-a-dire lorsque que 
Fensemble des cellules ayant re9U un vecteur viral recombinant presente le phenotype d&ire 
(habituellement aprfis 5 a 6 tours de selection), il est consid6r6 que la selection des cassettes 

30 dans les cellules est achev£e. 
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G. roEHTIFICATION ©ES CASSETTES ACTWES ET TEST ©E LEUM 
FONCTIONAOTE. 

A partir des cellules s61ectionnees, de preference au cours du dernier tour de s61ection, 
1'ADN genomique est extrait et purifie. Puis une amplification par PGR pennet d'obtenir la 
derniere banque restreinte de cassettes actives. Le clonage de ces cassettes dans les vecteurs 
de clonage pennet leur separation physique grace a la propagation de ces vecteurs dans des 
bact6ries formant des colonies isolSes. Le sequen9age des cassettes retrouvees dans les 
differentes colonies bacteriennes (habituellement une trentaine. de colonies sont analysees) 
pennet de connaitre les sequences al6atoires les plus frequentes ou de determiner un motif 
contenu dans les s6quences aleatoires qui a et6 partictdidrement conserve au cours du 
processus de selection. La connaissance de ce motif pennet de d6finir et de construire par 
biologie mol6culaire une ou plusieurs cassettes contenant ce motif.. 

La ou les cassettes ainsi dSfinies peuvent, k ce stade, Stre analysee(s) de manidre 
individuelle afin de valider leur efficacit6 pour agir sur la cible. Pour cela, la cassette est 
clonee dans le vecteur pBabe, les vecteurs r6troviraux homogenes obtenus sont alors utilises 
individuell^nent pour produire des virus recombinants qui servent a leur tour a infecter les 
cellules etudtees: La comparaison de l'efficacitS relative des differentes cassettes analysees 
pennet de choisir la ou les cassettes les mieux adaptees pour ^ir sur la cible. 

Ce proc6d6 de criblage a ete utilise afin d'identifier des ARN actifs capables de rendre les 
cellules de la lignee Hela resistantes k l'apoptose cellulaire induite par la staurosporine (0,8 
\iM - 6 heures). A Tissue d'un premier tour de selection differents clones cellulaires 
resistants h la staurosporine ont et6 selectionn6s (Figure 12C) et les cassettes d'expression 
qu'ils contiennent ont ete identifiees : clones 2, 5, 9, 11, 13, 14, 15, 16, C, J, L et N. La 
validation des ARN actifs ainsi identifies a 6t6 effectu6e seion le mode indique ci-dessus 
dans les cellules Hela ainsi que dans les cellules Jurkat (avec une multiplicite d'infection 
inferieure a 1). Dans chacune des populations cellulaires, le niveau d'expression des ARN 
actifs a 6t& evalue par Northern blot (Figure 12D). Dans cette figure, nous observons que le 
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niveau d'expression de chacun des ARN est comparable d'une lign£e cellulaire a l'autre 
(Hela versus Jurkat). De nouveaux tests de resistance a 1'apoptose induite par la 
staurosporine ont ete effectu6s sur les populations de cellules Hela ou Juikat exprimant 
chacune d'elle Tun des ARN actifs. Sur les 12 ARN etudies, seuls certains presentent une 

5 activity significative de resistance a la Staurosporine, les autres sont de faux positifs. Les 
resultats obtenus dans ces deux lignSes cellulaires indiqueht que le taux de resistance des 
cellules k 1'apoptose varie en fonction de TARN exprimd Parmi les ARN s61ectionn&, les 
clones 5, 9 13, 15 et 16 presentent une activity significative dans les cellules Jurkat (TARN 
clone 9 etant le plus actif) alors que seul le clone 9 presente une activit6 anti-apoptotique 

10 dans les cellules Hela (Figure 12E). Le recours k un syst&ne inductible tel que le systeme 
VAi peut faciliter les differentes Stapes decrites dans ce procede afin de valider les ARN 
actifs directement dans les cellules dans lesquelles ils ont et6 s&ectionnes (elimination 
directe des faux positifs, Figure 15 Panneau A)). Le syst&ne VAi est dans cet objectif valide 
dans les cellules de la lign6e Hela T-Rex (invitrogen ref : R714-07) qui expriment 

15 constitutivement le transg&ie TetR du represseur bacterien du gene de la Tetracycline 
(Figure 7Q. 

H - CONSTRUCTION DE LIBRAIRffiS DE CASSETTES D'EXPRESSION 
20 ADAPTEES A L'EXPRESSION IN VITRO 

Une librairie de cassettes aleatoires a £te g6ner£e in vitro a partir de fragment d'ADN 
simple brin en trois etapes (Figure 13 A). 

La premiere 6tape consiste a hybrider et allonger deux brins d'ADN afin de reconstituer 
25 une librairie de fragments du g&ne VA dans lequel est inseree une sequence aleatoire. 

Ce fragment sert alors de matrice h une reaction de polymerisation en chaine qui permet 
d'obtenir la librairie de cassette d'expression VA al6atoire dans sa totalit6 (2* me etape). 
La 3 i6mc etape consiste a ajouter, en amont des cassettes d'expression VA aleatoire, les 
s6quences d'un promoteur utilisable pour effectuer une transcription in vitro. 
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A partir de cette librairie de transcription VA aleatoire, une etape de transcription in vitro 
permet l'obtention de la librairie d'ARN VA aleatoire. 

Dans un exemple sp£cifique, les fragments d' ADN simple brin de la premiere 6tape sont les 
suivants : 

brin sens : banque Sens 

5'GCGACCGGGGTTCGAACCCCGGAATAA 

brin antisens : banque Antisens 

S'-CGAACTTCTTGATGCCCTGCCCOSOaoS* 

dans lequel N repr6sente une base aleatoire : A ou T ou G ou C 

Dans cet exemple, la sequence aleatoire est representee par un fragment de 30 bases flanque 
en amont et en aval de deux sequences constantes de 5 bases, capables de former une 
structure en double helice dans la mol6cule d'ARN finale. Cette structure se trouve 
positionnee k un niveau qui dquivaut k l'insertion des s6quences aleatoires dans le site Srfl 
de la cassette d'expression inductible VAiO (voir figure 7). Aprds une &ape d'hybridation, 
les deux oligonucleotides sont allonges par 1'ADN polymerase fragment de Kleenow qui 
produit le fragment VAiO aleatoire double brin (Figure 13 A). La deuxieme etape consiste k 
construire k partir du fragment VAiO aleatoire double brin la librairie de cassettes 
d'expression inductible VAiO aleatoire de pleine taille. Cette etape a et6 realisSe par une 
reaction de polymerisation en chaine a Paide des oligonucleotides suivants : 
oligo sens : VAi5' 

5'GGGCACTCTTCCGTGGTCTGGTGGATAAACTCTAT^ 
ACCGGGGTTCGAACCCCGG 3' 
oligo antisens : VAi end banque 

5-AAAAGGAGCGCTCCCCCGTTGTCTG -3' 
utilisant une Taq DNA polymerase (Figure 13 A). Au cours de la troisieme 6tape, le 
promoteur du bacteriophage T7 a ete rajoute en amont de chaque cassette d'expression 
inductible VAiO aleatoire pour generer la librairie de cassettes de transcription inductibles 
VAiO aleatoires. Cette etape a ete r&lisee par reaction de polymerisation en chaine en 
utilisant les oligonucleotides 
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VApT7: 

5' -AAATTAATACGACTCACTATAGGGCACTCTTCCGTGGTCTGG -3' en amont 
etVAend: 

5' -AAAAGGAGCGCTCCCCCGTTG -3' en aval. 
5 La librairie de cassettes de transcription T7 VAiO aleatoire ainsi obtenue a 6t6 utilisee pour 
generer in vitro une librairie d'ARN VAiO aleatoire grace k Tutilisation de TARN 
polymerase du bacteriophage T7 (Figure 13 B). Dans ces experiences plusieurs dixaines de 
microgrammes d'ARN ont 6t6 obtenues. 

10 

I - CRIBLAGE IN VITRO D'ARN ACTIFS ET OBTENTION DE LIBRAERIES 
RESTREINTES DE CASSETTES D'EXPRESSION 

La librairie d'ARN VA ateatoires est utilisee pour selectionner des ARN capables de lier in 
15 vitro un substrat specifique. Les ARN actifs s61ectionn6s par toute methode adaptee, connue 
de rhomme du metier, servent de matrice pour genSrer par une 6tape de transcription 
reverse suivie d'une etape d'amplification (reaction de RT-PCR) les cassettes d'expression 
correspondantes . Ce melange de cassettes d'expression d'ARN actifs est alors clone dans 
un vecteur adapt6 au transfert de genes puis utilise comme materiel de depart pour la 
20 selection in cellulo d'ARN actifs (librairie de cassettes d'expression d'ARN aleatoires 
enrichie en ARN actifs). 

Dans un exemple sp6cifique, les ARN VAAIV Srf, VA TAR* ou VAiO aleatoires ont et<§ 
utilises pour obtenir les cassettes de transcription correspondantes. La r6action de RT-PCR a 
ete effectuee en presence des amorces adapt&s :VApT7 et VAend (Figure 13 C). D'autre 

25 part, afin de montrer que le produit de la reaction de RT-PCR (est bien representatif de la 
diversit6 du substrat, des melanges d'ARN ont ete utilises comme matrice. La figure 13 C 
montre que dans les conditions dans lesquelles trois ARN matrice sont melanges (ARN 
VAAIV Srf ARN VATAR* et ARN VAiO aleatoires ) de fefon ^quimoleculaire (1/3 ; 
1/ 3 ; l/3)la reaction de RT-PCR produit trois cassettes dont les quantit6s respectives 

30 refletent les quantitfe initiales de chacun des ARN substrat Ainsi dans les conditions ou la 
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librairie d'ARN VAiO aleatoire est utilis6e comme substrat, les produits de la reaction de 
RT-PCR sont repr&entatifs d'une librairie de cassettes d'expression. 

J - EXPRESSION B'ARN ACTIFS DE SEQUENCE DETEKMINEE 

Les constructions de l'invention peuvent egalement §tre utilisees pour tester des s6quences 
actives definies, et/ou exprimer de telles sequences dans des tissus biologiques. 

Dans ce cas, la sequence active k ins6rer se presente sous la forme d' ADN double brin dont 
la sequence k 6te choisie pour g6nerer un ARN actif efficace (de type antisens, ribozyme, 
ARN interferant (siARN, miARN ou leurs precurseurs) ou ARN aptamere). L' ADN double 
brin peut etre obtenu par diff6rentes techniques comme Phybridation entre deux 
oligonucleotides complementaires, la purification de fragments de restriction, la copie d'une 
matrice par PCR, etc. 

Un vecteur tel que decrit dans Pexemple B, contenant une cassette d'expression, est digerS 
par l'enzyme de restriction adapt^e et le clonage de la sequence active s'effectue dans ce 
site de restriction par des techniques classiques de clonage. 

Des vecteurs peuvent ainsi etre produits, qu'il s'agisse de vecteurs plasmidiques ou viraux, 
par exemple. D' autre part, des virus recombinants peuvent Egalement etre generis, comme 
d&rit dans l'exemple C. Les retrovirus recombinants produits servent alors k infecter les 
cellules dont on souhaite alterer le ph&iotype. L'infection est faite preferentiellement avec 
une forte multiplicity d'infection afin d'integrer un nombre eleve de cassettes d'expression 
d'ARN actif dans le genome cellulaire. En effet, 1'activite de la sequence active est 
fortement dependante de son niveau d'expression (figure 11). La presence du gene de 
resistance k la puromycine dans les retrovirus pBabe petmet une selection rapide des 
cellules qui ont ete infectees et contenant la sequence transduite. 

Ces vecteurs peuvent egalement etre purifies et conditionn6s dans tout vehicule ou excipient 
acceptable, pour produire des compositions administrables, par exemple chez des 
organismes mammiferes, notamment humain. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de selection in cellulo d'ARN actifs capables de conf6rer a une cellule un 
phenotype desir6, comprenant : 

a) la fourniture d'une banque d'acides nucl&ques comprenant une pluralite d'especes 
de retrovirus recombinants, chaque espece de retrovirus comprenant une cassette 
d'expression d6rivee d'un gene VA d'un adenovirus exprimant un ARN structural aleatoire 
disctinct, 

b) la mise en contact de ladite banque ou d'une partie de ceilule-ci avec une population 
de cellules dans des conditions permettant l'infection desdites cellules par lesdits retrovirus 
recombinants, 

c) la selection des cellules possedant le phenotype d6sire, et 

d) Pidentification de la ou des cassette(s) contenue(s) dans la ou lesdites cellules, ou de . 
TARN actif qu' elles expriment 

2. Procede selon la revendication 1, caracteris6 en ce que la cassette comprend la sequence 
d'un gene VA1 d' adenovirus delete de tout ou une partie fonctionnelle de la boucle IV, dans 
laquelle la sequence de TARN structural aleatoire est inseree. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que la double-heiice terminale du 
gene VA est alteree. 

4. Procede selon l'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce que le 
gene VA comprend une sequence conferant un caractere inductible, de preference entre les 
boites A et B et/ou en amont du gene, plus preferentiellement en remplacement de tout ou 
partie des sequences natives. 

5. Proc6de selon la revendication 4, caracterise en ce que la sequence conferant un caractere 
inductible est une sequence conferant une sensibilite k un facteur agissant en trans, de 
preference un site de liaison d'un facteur transcriptionnel ou d'un represseur. 
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6. Proced6 selon la revendication 5, caracterise en ce que la sequence conferant un caract£re 
inductible est repr6sent£e par vine ou plusieurs sequences operatrices d'un promoteur 
bacterien r£gul6, de preference du promoteur de la t6tracycline. 

5 7. Proced6 selon la revendication 4, caract£ris6 en ce que la cassette d' expression inductible 
est choisie paraii les cassettes OVAi (SEQ ID NO: 16), VAiO (SEQ ID NO: 15) et OVAiO 
(SEQIDNO:17). 

8. Procedd selon Tune quelconque des revendications prec&lentes, caracteris6 en ce que la 
10 cassette comprend en outre un second promoteur transcriptionnel, en amont du promoteur 

VA. 

9. Proc&te selon Tune quelconque des revendications precedentes, caract&ise en ce que 
l'ARN actif est un ARN structural. 

15 

10. Proc6de selon l'une quelconque des revendications 1 k 8, caract£ris6 en ce que TARN 
actif est un ARN interferant (siARN, miARN ou leurs pr<§curseurs) ou antisens. 

11. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce que la 
20 banque est mise en contact avec la population de cellules dans des conditions pennettant le 

transfert d'un nombre restreint de cassettes par cellule, de preference a une MOI inf&ieure k 
1. 

12. Proced6 selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce que la 
25 banque d'acides nucl&ques est pr£par6e par : 

- . synthese d'une banque d'ADN simple-brins comprenant une region aleatoire 
encadree par une ou deux r6gionsde sequence d^finie, . 

synthese d'un deuxieme brin au moyen d'une ADN polymerase et en presence 
d'une amorce complementaire de la sequence definie du premier brin, ou d'une partie de 
30 celle-ci, pour produire une banque d' ADN double-brins comprenant une region aleatoire, 
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clonage de la banque d'ADN double-brins dans un vecteur retroviral, sous 
controle d'un promoteur derive d'un gene VA d'un adenovirus, et 

transfection dudit vecteur dans une lign6e cellulaire d'encapsidation, pour 
produire tine banque de retrovirus recombinants. 

5 

13. Precede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce que la 
banque mise en ceuvre dans 1'etape a) est une banque aleatoire restreinte codant des ARN 
aleatoires pre-s61ectionnes pour une ou des propri&es particulieres, de preference pour leur 
capacite de liaison et/ou pour leur affinite pour une cible, pour la presence d'un motif 

1 0 structural et/ou d ? une sequence specifique. 

14. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, caracterise en ce que la 
banque mise en ceuvre dans l'etape a) est une banque de mutants aleatoires d'un gene cible 
particulier. 

15 

15. Procede selon la revendication 13, comprenant : 

la) la preparation d'une banque de retrovirus recombinants comprenant une cassette 
d'expression comprenant une sequence nucieique codant un ARN aleatoire placee sous le 
controle d'un promoteur derive d'un gene VA d'un adenovirus, les ARN aleatoires codes 
20 ayant ete pre-seiectionnes in vitro pour leur capacite h Her et/ou pour leur affinite pour une 
cible d'interet, 

lb) la mise en contact de cette banque ou d'une partie de cette banque, avec une 
population de cellules dans des conditions permettant le transfert d'acide nucieique dans 
lesdites cellules, 

25 2) la selection d'une ou plusieurs cellules possedant le phenotype desire, et 

3) Pidentification de la ou des cassette(s) contenue(s) dans la ou lesdites cellules, ou 
de(s) l'ARN(s) actif(s) qu'elles expriment. 

16. Procede selon la revendication 15, caracterise en ce que la banque de retrovirus 
30 recombinants codant des ARN aleatoires preseiectionnes est preparee par. 
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- synthese in vitro d'une banque de cassettes ^expression (ADN db) comprenant chacune 
une sequence nucleique codant un ARN aleatoire plac^e sous le controle d'un promoteur 
derive d'un gene VA d'un adenovirus et, le cas echeant, d'un promoteur supplementaire; 

- expression in vitro de la banque de cassettes ou d'une partie de celle-ci, produisant in vitro 
5 une banque d f ARN aleatoires; 

- selection in vitro des ARN pour ieur capacity de liaison ou pour leur affinite pour une cible 
donnee; et 

- production dhine banque restreinte de retrovirus recombinants comprenant des cassettes 
^expression dARN ainsi selectionnes. 

10 

17. Procede selon la revendication 16, caracteris6 en ce que Texpression in vitro de la 
banque de cassettes est r6alisee en deux etapes, une etape de production de cassettes de 
transcription et une etape de transcription proprement dite. 

15 18. Procede deselection d f ARN actifs, comprenant® la synthese in vitro d'une banque de 
cassettes ^expression (ADN db) codant pour des ARN aleatoires sous controle dun 
promoteur transcrit par TARN polymerase IE derive d'un gene VA d'un adenovirus, (ii) 
Texpression in vitro de la banque de cassettes ou dune partie de celle-ci, produisant in vitro 
une banque dARN aleatoires, et (iii) la selection in vitro des ARN pour leur capacite de 

20 liaison ou pour leur affinite pour une cible donnee. 

19. Procede selon la revendication 18, comprenant en outre une etape (iv) de production 
d f une banque de restreinte de retrovirus recombinants comprenant des cassettes d'expression 
d f ARN seiectionnees a retape (iii). 

25 

20. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce que 
l'ADN des cassettes d'expression des cellules seiectionnees est amplifie pour produire une 
banque restreinte, et en ce que les Stapes b) et c) du procede sont rep6tees une fois au moins 
avec ladite banque restreinte. 

30 
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21. Procede selon Tune quelconque des revendications pr£cedentes, caract6rise en ce que la 
population de cellules comprend des cellules animales (par exemple de mammifere), de 
levure, de plante, d'insecte ou bacteriennes. 

22. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications precedentes, caract6ris6 en ce que le 
phenotype d6sir6 est choisi panni une capacite ou une incapacite de croissance, d'apoptose, 
de differentiation, de migration, de resistance a un agent toxique, de resistance k un agent 
infectieux, ou d' action metabolique. 

23. Proced6 selon Tune des revendication 1 k 21, caracterise en ce que le phenotype d£sir£ 
est l'expression d'une cible biologique. 

24. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caract£rise en ce que la 
population de cellules comprend des cellules infect£es par un virus et le phenotype d£sir6 
est la resistance audit virus. 

25. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 23, caracteris6 en ce que la 
population de cellules comprend des cellules tumorales et le phenotype desirS est la perte de 
tumorigenicit6. 

26. Proced£ selon Tune quelconque des revendications 1 a 23, caract£ris6 en ce que la 
population de cellules comprend des cellules bacteriennes et le phenotype desire est la 
sensibilite k un agent toxique. 

27. Procede selon Tune quelconque des revendications 4 k 26, caract6ris6 en ce que l'activite 
de YARN est s61ectionn6e en cultivant les cellules en condition d'induction de l'expression 
et, de preference, valid£e en comparant 1'etat induit et l'etat reprime. 

28. Proced6 de selection d'ARN actife capables de conferer a une cellule un phenotype 
desire, comprenant : 
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a) la fourniture d'une banque d'acides nucl&ques comprenant une plurality d'espSces 
de retrovirus recombinants, chaque espece de retrovirus comprenant une cassette 
d'expression deriv6e de la sequence d'un gene VA d ? un adenovirus exprimant un ARN 
aleatoire distinct, 

5 b) la mise en contact de ladite banque, ou d'une partie de celle-ci, avec une population 
de cellules dans des conditions permettant l'infection desdites cellules par lesdits retrovirus 
recombinants, 

c) la selection de cellules possedant le phenotype desirS, 

d) l'extraction ou 1' amplification de la sequence de cassettes contenues dans lesdites 
10 cellules, 

e) le clonage des sequences obtenues en d) dans un vecteur pour g&iSrer une banque 
restreinte et, 

f) la r6petition une fois au moins des Stapes b) k d) avec ladite banque restreinte. 

15 29. Precede selon la revendication 28, dans lequel ladite banque d'acides nucleiques de 
l'etape a) code des ARN aldatoires pr6-selectionnes pour une propriete particuliere, de 
preference pour leur capacity a lier, in vitro, une cible d ! int6ret 

30. Procede de selection d' ARN actifs sur une cible biologique d6terminee, comprenant : 
20 a) la fourniture d'une banque d'acides nucl6iques comprenant une plurality de vecteurs 
comprenant des cassettes d' expression distinctes placees sous le contrdle d'un promoteur 
transcrit par TARN polymerase III et comprenant chacune une sequence nucl6ique codant 
un ARN contraint ou pr6defini pour agir sur une cible donn6e, 

b) la mise en contact de ladite banque, ou d'une partie de pelle-ci, avec une population 
25 de cellules exprimant ou contenant la cible biologique, dans des conditions permettant le 

transfert d'acide nucleique dans lesdites cellules, 

c) la selection de cellules possedant le phenotype desire, 

d) Pextraction ou l'amplification de la sequence de cassettes contenues dans lesdites 
cellules et, de maniere facultative, 

30 e) le clonage des sequences obtenues en d) dans un vecteur pour gen^rer une banque 
restreinte et, 
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f) la repetition une fois au moins des 6tapes b) a d) avec ladite banque restreinte. 

31. Banque d'acides nucleiques, caract&isee en ce qu ? elle comprend une plurality d'espdces 
de retrovirus recombinants, chaque espece de retrovirus comprenant une cassette 

5 d'expression d&iv£e d'un gene VA d'un ad6novirus exprimant un ARN structural aleatoire 
disctinct. 

32. Cassette d'expression d'un ARN, caracterisSe en ce qu'elle comprend une sequence 
codant ledit ARN inseree dans un promoteur d6riv6 d'un gene VA d'un adenovirus, ledit 

10 promoteur comprenant en outre une sequence conferant un caractere inductible. 

33. Cassette selon la revendication 32 ou banque selon la revendication 31, caract6ris6e en 
ce que la double-helice terminale du gene VA est alteree. 

15 34. Cassette selon la revendication 32 ou 33, ou banque selon la revendication 31, 
caract6risee en ce que 1' ARN est un ARN structural aleatoire ou de sequence d6finie. 

35. Cassette selon Tune des revendications 32-34, ou banque selon la revendication 31, 
caract6risee en ce que la cassette comprend en outre un second promoteur transcriptionnel, 

20 localise en amont du promoteur VA. 

36. Vecteur comprenant une cassette selon Tune des revendications 32 a 35. 

37. Cellule comprenant une cassette selon Tune des revendications 32 k 35 ou un vecteur 
25 selon la revendication 36. 

38. Composition pharmaceutique ou formulation, caracterisee en ce qu'elle comprend une 
cassette selon l'une des revendications 32 k 35, un vecteur selon la revendication 36, une . 
cellule selon la revendication 37 ou une cassette d'expression d'un ARN actif identifie ou 

30 produit par un procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 30, ou un ARN actif 
constitu6 uniquement par le motif actif isole au sein de ladite cassette. 



WO 2004/080378 



1/29 



PCT/FR2004/000499 



1 GGGCACTCTT CCGTGGTCTG GTGGATAAAT TCGCAAGGGT 

41 ATCATGGCGG ACGACCGGGG TTCGAACCCC GGATCCGGCC 

81 GTCCGCCGTG A TCCATGCGG TTACCGCCCG CGTGTCGAA C 

121 CCAGGTGTGC GACGTCAGAC AAGGGGGGAG CGCTCCTTTT 



FIGURE 1A 
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5'-ACGAAGCTTGATCCCGTATGCCGGTCGATCGCTTCGA-3' 



FIGURE 2A 
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Figure 2C : Localisation cellulate des AKN 
YA1 9 VAA 3T¥ Srf et VATAR* 
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1 GGGCACTCTT CCGTGGTCTG GTGGATAAAT TCGCAAGGGT 
41 ATCATGGCGG ACGACCGGGG TTCGAACCCC GGATCCGGCC 
81 GTCCGCCGTG A TGCCCGGGC ATCCAGGTGT GCGACGTCA a 
121 t a AACGGGGG AGCGCCCTTT T 



FIGURE 6A 
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Geae VAiO 

1 GGGCACTCTT CCGTGGTCTG 
41 ATAGAGTTAT GCGACCGGGG 
81 TATCAATGAT KYGCCCGGGC 
121 ACAACGGGGG AGCGCTCCTT 



GTGGATAAAC TCTATCATTG 
TTCGAACCCC GGAATAACTC 
ATCAAGAAGT TCGACGTCAG 
TT 



Gene OVAi 
-50 

-40 TGATAGAGTT ATAGACCGTG 
1 GGGCACTCTT CCGTGGTCTG 
41 TAGAGTTATG CGACCGGGGT 
81 ATCAATGATA TGCCCGGGCA 
121 CAACGGGGGA GCGCTCCTTT 



ACTCTATCAT 
CAAAAGGAGA GCCTGTAAGC 
GTGGATAAAC TCTATCATTG 
TCGAACCCCG GAATAACTCT 
TCAAGAAGTT CGACGTCAGA 
T 



Gene OVAiO 

-50 

-40 TGATAGAGTT ATAGACCGTG 

1 GGGCACTCTT CCGTGGTCTG 

41 ATAGAGTTAT GCGACCGGGG 

81 TATCAATGAT ATGCCCGGGC 

121 ACAACGGGGG AGCGCTCCTT 



ACTCTATCAT 
CAAAAGGAGA GCCTGTAAGC 
GTGGATAAAC TCTATCATTG 
TTCGAACCCC GGAATAACTC 
ATCAAGAAGT TCGACGTCAG 
TT 



FIGURE 7A 
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VAi up (90 bases) 

5'- CTGTAAGCGG GCACTCTTCC GTGGTCTGGT GGATA AACTC 
TATCATTGAT AGAGTTATG C GACCGGGGTT cgaaecccgg 
aataactcta-3' 



VAi down (100 bases) 

3'-gcttggggcc ttattgagat AGTTACTATA CGGGCCCGTA 
GTTCTTCAAG CTGCAGTCTG TTGCCCCCTC GCGAGGAAAA 
CCGAAGGAAG GTCCGCGCCG -5' 



VAiPvuII5'(50bases) 

5'- GTGAG4GCTG AGACCGTGCA AAAGGAGAGC ctgtaagcgg 
gcactcttcc-3' 



OVAi PvuH 5' (72 bases) 

y-GTGACAGCTG ACTCTATCAT TGATAGAGTT ATAGACCGTG 
CAAAAGGAGA GCctgtaagc gggcactctt cc-3' 



VAi PvuH 3' (53 bases) 

3'- ccgaaggaag gtccgcgccg CCGACGACGC GATCGAAAAA 
ACCGTCGACA GTG-5' 



FIGURE 7B 
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FIGURE ? : Structure secondaire des AKN hU6 
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pBabe Clone 4 Clone 1 Population 

parentale 

Analyse des AKN VA TAR* par Northern-blot 
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Effet de l'expression des AKN VA TAR* 
sur la multiplication du HIV 



Figure 1 1 
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Figyr® 12 E 
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Figure 13 B 
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Figure 13 C 
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Etape n°1: obtention du plasmide pBabe mU6 

a) Obtention du promoteur murin du gen© US 

- Oligonucleotide mU6 amont 

5*- CCCAAGCTTATCCGACGCCGCCATCTCTA -3' 

- Oligonucleotide mU6 aval 

5*- GIOMACAAGGCTTTTCTCCAAGGGATA - 3' 

- Matrice : ADN genomique murin 

b) Clonage dans le vecteur pBabe, au niveau du site Nhel 



Etape n°2 : obtention du plasmide pBabe mU6A/AiO 

a) Obtention du gene VAiO 

- Oligonucleotide VAiO Start 

5'- GGGCACTCTTCCGTGGTCTGG -3' 

- Oligonucleotide VAiO End Nhel 

5'- GCTAGCAAAAGGAGCGCTCCCCCGTTG - 3' 

- Matrice : pBabe VAiO 

b) Clonage dans le vecteur pBabe mU6, au niveau du site Pmel 




Nhe I d&ruit 

mmm ^ Promoteur du gene mU6 



Pmel 
ik NheId&ruit 



pBabe mU6 



Pmeldetruit Pmeld6truit 





Promoteur du gene mU6 (f GAue VAiO 



pBabemU6/VAiO 



14 
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1) Transcription in vitro 

Librairie de cassettes de 
transcription 





4) Construction de la 
banque restreinte de 
cassettes d'expression 



1 Promoteur 
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3) Selection 




d'ARNactifs 
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Figure 15B 
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B0170FR.ST25.txt 
SEQUENCE LISTING 



<110> universite de Nice-Sophia Antipolis 

<120> Methodes et outils pour le crib! age d'ARN actifs in cellule 

<130> B0170WO 

<160> 23 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 
<211> 160 
<212> RNA 

<213> adenovirus type 2 
<400> 1 

gggcacucuu ccguggucug guggauaaau ucgcaagggu aucauggegg aegacegggg 60 
uucgaacccc ggauccggcc guccgccgug auccaugegg uuaccgcccg cgugucgaac 120 
ccaggugugc gacgucagac aacgggggag cgcuccuuuu 160 

<210> 2 
<211> 134 
<212> RNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> modified VAl gene 
<400> 2 

gggcacucuu ccguggucug guggauaaau ucgcaagggu aucauggegg aegacegggg 60 
uucgaacccc ggauccggcc guccgccgug auauccaggu gugegacgue agacaaeggg 120 
ggagcgcucc uuuu 13 4 

<210> 3 
<211> 142 
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<212> RNA B0170FR.ST25.txt 
<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> modified VAl gene 
<400> 3 . 

gggcacucuu ccguggucug guggauaaau ucgcaagggu aucauggcgg acgaccgggg 60 
uucgaacccc ggauccggcc guccgccgug augcccgggc auccaggugu gcgacgucag 120 
acaacggggg agcgcuccuu uu 142 

<210> 4 

<211> 141 

<212> RNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> modified VAl gene 
<400> 4 

gggcacucuu ccguggucug guggauaaau ucgcaagggu aucauggcgg acgaccgggg 60 
uucgaacccc ggauccggcc guccgccgug augcccgggc auccaggugu gcgacgucaa 120 
uaaacggggg agcgcccuuu u 141 

<210> 5 

<211> 49 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> modification of VAl gene 

<400> 5 

gcccgggcat ccaggtgtgc gacgtcaata aacgggggag cgccctttt 49 

<210> 6 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
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<220> B0170FR.ST25.txt 

<223> h9U6 

<400> 6 

tcgagcccgg gctcgacttt ttc 

<210> 7 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> h9u6 

<400> 7 

gtcgagcccg ggctcgactt ttt 

<210> 8 

<211> 45 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> h20u6 
<400> 8 

tcgaggatat cgactgcccg ggcagtcgat atcctcgact ttttc 

<210> 9 

<211> 45 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> h20U6 

<400> 9 

gtcgaggata tcgactgccc gggcagtcga tatcctcgac ttttt 

<210> 10 
<211> 44 
<212> DNA 
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<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> nh20U6 
<400> 10 

tcgaggatat cgactgcccg ggcagagata aggtcgactt tttc 

<210> 11 

<211> 44 

<212> DMA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> nh20U6 

<400> 11 

gtcgaggata tcgactgccc gggcagagat aaggtcgact tttt 

<210> 12 

<211> 39 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> U6 Sfr 

<400> 12 

gtgggccatg ggtgcccggg ctttcgtcct ttccacaag 

<210> 13 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> U6Tt 

<400> 13 

gcggacttcg gtccgctttt t 



<210> 14 
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B0170FR.ST25.tXt. 

<211> 37 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> u6Tt 
<400> 14 

gtcgacccat gctagagcgg acttcggtcc gcttttt 37 

<210> 15 
<211> 142 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> VAiO gene 
<400> 15 

gggcactctt ccgtggtctg gtggataaac tctatcattg atagagttat gcgaccgggg 60 
ttcgaacccc ggaataactc tatcaatgat atgcccgggc atcaagaagt tcgacgtcag 120 
acaacggggg agcgctcctt tt 142 

<210> 16 

<211> 191 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> OVAi gene 

<400> 16 . M 

actctatcat tgatagagtt atagaccgtg caaaaggaga gcctgtaagc gggcactctt 60 

ccgtggtctg gtggataaac tctatcattg tagagttatg cgaccggggt tcgaaccccg 120 

gaataactct atcaatgata tgcccgggca tcaagaagtt cgacgtcaga caacggggga 180 

gcgctccttt t 191 

<210* 17 
<211> 192 
<212> DNA 
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B0170FR.ST25.txt 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> OVAiO gene 
<400> 17 

actctatcat tgatagagtt atagaccgtg caaaaggaga gcctgtaagc gggcactctt 60 
ccgtggtctg gtggataaac tctatcattg atagagttat gcgaccgggg ttcgaacccc 120 
ggaataactc tatcaatgat atgcccgggc atcaagaagt tcgacgtcag acaacggggg 180 
agcgctcctt tt ,192 

<210> 18 

<211> 90 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> primer VAi up 

<400> 18 " 
ctgtaagcgg gcactcttcc gtggtctggt ggataaactc tatcattgat agagttatgc 60 

gaccggggtt cgaaccccgg aataactcta 90 

<210> 19 

<2U> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> primer VAi down 
<400> 19 

gcttggggcc ttattgagat agttactata cgggcccgta gttcttcaag ctgcagtctg 60 
ttgccccctc gcgaggaaaa ccgaaggaag gtccgcgccg 100 

<210> 20 

<211> 50 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
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B0170FR.ST25.tXt. 

<220> 

<223> primer VAi Pvull 5' 
<400> 20 

gtgacagctg agaccgtgca aaaggagagc ctgtaagcgg gcactcttcc 50 

<210> 21 

<211> 72 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> primer OVAi Pvull 5' 
<400> 21 

gtgacagctg actctatcat tgatagagtt atagaccgtg caaaaggaga gcct^taagc 60 
gggcactctt cc 72 

<210> 22 

<211> 53 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> primer VAi Pvull 3' 

<400> 22 

ccgaaggaag gtccgcgccg ccgacgacgc gatcgaaaaa accgtcgaca gtg 53 

<210> 23 

<211> 37 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> sequence TAR 

<400> 23 

acgaagcttg atcccgtatg ccggtcgatc gcttcga 37 
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